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RESUMO 
 
O isolamento de Escherichia coli e Klebsiella spp. multirresistentes produtores de β-lactamases 
de espectro alargado (ESBL) em infecções invasivas severas como as bacteriémias, constitui um 
grande desafio terapêutico. De modo a aumentar o conhecimento destes microorganismos, 
efectuou-se a caracterização dos determinantes genéticos de resistência e virulência de isolados 
obtidos ao longo de 7 anos (2000-2007) no Hospital de Santa Maria. 
A Klebsiella spp. demonstrou uma grande variabilidade genotípica, contrastando com a 
existência de um clone predominante nos isolados de E. coli, o qual persiste em diferentes 
serviços do hospital há 5 anos. Este clone é produtor da ESBL CTX-M15 e pertence 
maioritariamente ao grupo filogenético B2, embora esteja também presente em isolados do grupo 
D, A e B1. A superior capacidade de disseminação horizontal da E. coli comparativamente à 
Klebsiella spp. (2,04 replicões/isolado Vs 0,59 replicões/isolado), aliado à especificidade 
plasmídica encontrada (grupo IncF Vs grupo HI1 e P) sugere que os genes contidos nestes 
elementos genéticos móveis não são facilmente transmitidos entres estas espécies. O clone 
descrito apresenta as ilhas de patogenicidade IV536, ICFT073 e IICFT073 e os padrões de virulência 
com apenas dois (fimH, ecpA) ou três (fimH, ecpA,iucC) dos nove factores pesquisados. Até à 
data apenas descrita na E. coli entero-hemorrágica O157:H7 78, o factor de aderência EcpA surge 
no presente trabalho sempre associada à fímbria FimH. Estudos adicionais são requeridos, no 
entanto parece existir uma acção combinada entre ambos: a FimH permite a adesão e invasão no 
epitélio vesical ou no enterócito actuando como causa primária da bacteriémia, enquanto que a 
EcpA possibilita a “fuga” ao sistema imunitário e, consequentemente a sua persistência no 
hospedeiro.  
Palavras Chave:   ESBL, virulência, controlos de replicação plasmídica
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ABSTRACT 
 
The isolation of Escherichia coli e Klebsiella spp multidrud-producing ESBL in severe invasive 
infections such as bacteraemia, is a major therapeutic challenge. To increase knowledge of these 
microorganisms, it was made the characterization of the genetic determinants of resistance and 
virulence of isolates obtained over 7 years (2000-2007) at Hospital de Santa Maria.  
The Klebsiella spp. has demonstrated a great genetic variability, in contrast with the existence of 
a predominant clone in the isolates of E. coli, which persists in different departments of the 
hospital for 5 years. This clone is a ESBL CTX-M15 producer and belong mostly to phylogenetic 
group B2, but is also present in isolates of group D, A and B1. The superior ability of horizontal 
spread of E. coli compared with Klebsiella spp. (2.04 replicons/isolate Vs 0.59 replicons/isolate) 
as well as the specific plasmid group found (group IncF Vs HI1 and P group) suggests that genes 
contained in these mobile genetic elements are not easily transferred between these species. The 
clone described presents the pathogenicity islands IV536, ICFT073 and IICFT073 and the 
virulence patterns mostly found the presence of only two (fimH, ecpA) or three (fimH, ecpA, 
iucC) of the nine virulence factors investigated. So far only described in entero-haemorrhagic 
E.coli O157:H7 78, the EcpA pilus-adherence factor appears in this work always associated with 
the fimbriae FimH. Additional studies are required, however there appears to be a combined 
action between them: the fimH allows adhesion and invasion in the bladder epithelium or in the 
enterocyte acting as a primary cause of bacteremia, while the EcpA allows the "escape" of the 
immune system and consequently its persistence in the host. 
 
Keywords: ESBL, Virulence, replicon plasmidic controls 
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1. INTRODUÇÃO 
 
1.1. Bacteriémias: implicações clínicas e económicas  
A bacteriémia é caracterizada pelo isolamento de microorganismos viáveis na corrente 
sanguínea47. Apresenta taxas de mortalidade de 44%89, valor que pode ser superior a 50% em 
unidades de cuidados intensivos24. Representa cerca de 15% de todas as infecções nosocomiais e 
afecta aproximadamente 1% de todos os doentes hospitalizados37. Esta patologia aumenta a taxa 
de mortalidade, o prolongamento em unidades hospitalares e é geradora de custos 
extraordinários37. Por estas razões, a prevenção e a monitorização dos isolados mais 
frequentemente envolvidos em situações de bacteriémia devem ser consideradas acções 
prioritárias.  
 
1.2. Isolados produtores de β-Lactamases de espectro alargado (ESBL) 
Estirpes produtoras de beta lactamases de espectro alargado (ESBL) têm emergido como um dos 
principais mecanismos de resistência aos antibióticos β-lactâmicos68, com prevalências europeias 
que variam entre 3% (Suécia) e 34% (Portugal)31.  
As famílias de maior importância neste grupo são as TEM, SHV e CTX-M. As duas primeiras 
são ceftazidimases, tendo sido descritas até à década de 90 como os enzimas β-lactamases de 
espectro alargado (ESBLs) mais frequentes3. No entanto a sua frequência tem sido ultrapassada 
com a introdução das cefalosporinas na década de 802, pelos enzimas da família dos CTX-M 52, 
67
. Os membros desta família emergente de enzimas são cefotaximases, apresentando uma 
actividade 35 vezes superior com a cefotaxima como substrato, que com a ceftazidima5. Desde 
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sua descrição em 1986, têm vindo a aumentar exponencialmente, constituindo já cerca de 50% 
dos ESBLs produzidos por E. coli6, estando actualmente descritas mais de 60 diferentes variantes 
deste grupo de acordo com a sua sequência amino-acídica93.  
Os ESBL são enzimas maioritariamente de origem plasmídica que conferem resistência às 
penicilinas, cefalosporinas e aztreonamo. São frequentemente encontradas em Escherichia coli, 
Klebsiella spp e outras enterobactérias67. A terapêutica antimicrobiana para infecções causadas 
por organismos produtores de ESBL representa um desafio, considerando que estes organismos 
são frequentemente resistentes a outros antimicrobianos como trimetoprim-sulfametoxazol, 
aminoglicosídeos e fluoroquinolonas67, tendo sido até recentemente sugerida uma redefinição que 
permita uma rápida percepção clínica das resistências associadas26.  
Os grupos terapêuticos das cefalosporinas e das fluoroquinolonas são recomendadas como 
primeira linha na terapêutica empírica para o tratamento das infecções generalizadas provenientes 
do tracto urinário, infecções dos tecidos-moles e intra-adbominais51, 74, 90.Estudos recentes 
inferem que cerca de 12-16% dos doentes com infecção por isolados produtores de ESBL 
apresentam bacteriémia82, pelo que a terapêutica empírica a utilizar nestas situações assume 
especial preocupação. 
Kang et al. descreve um estudo de 286 doentes com bacteriémia causada por microorganismos 
gram negativos, verificando que 52,8% dos doentes não teve a terapêutica adequada47. Assim, 
considerando que 30,8% de todas as bacteriémias se devem a organismos produtores de ESBL70e 
a rápida emergência e disseminaçao destes enzimas, verifica-se a necessidade de controlo destes 
microorganismos como uma prioridade estratégica71.  
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1.3. Escherichia coli e Klebsiella spp. em situações de bacteriémia  
Entre os microorganismos gram-negativo mais frequentemente isolados em situações clínicas de 
bacteriémia encontram-se a Escherichia coli (20%) e a Klebsiella pneumonia (4,7%)24. A origem 
primária da bacteriémia parece estar associada a infecções do tracto urinário (23-44%), tracto 
gastro-intestinal (14-17%) e associada a dispositivos médicos (14%), embora se verifique uma 
elevada percentagem de origem desconhecida (31-35%)53.  
Infecções causadas por isolados de K. pneumoniae produtores de ESBL estão usualmente 
confinadas ao ambiente hospitalar contrariamente aos isolados de E. coli produtores de ESBL, 
dos quais já cerca de metade das infecções são associadas a doentes não hospitalizados81 De 
facto, recentemente, a maioria dos casos reportados de bacteriémia causada por estirpes 
multiresistentes produtoras de ESBL na Europa tinham origem nosocomial. No entanto, o 
aumento de casos de infecção do tracto urinário e de bacteriémia adquirida na comunidade 
causada por estes microorganismos sugerem que a identificação precoce de doentes de elevado 
risco para a aquisição de isolados produtores de ESBL, baseada na sua origem geográfica e o 
estudo do percurso de viajante, poderá ajudar a optimizar estratégias de terapêutica empírica104.   
Estudos multicêntricos europeus e intercontinentais de monitorização da susceptibilidade 
antimicrobiana com especial incidência nos isolados produtores de ESBL, têm consistentemente 
demonstrado uma variabilidade na frequência dos isolados considerando a localização geográfica, 
espécie bacteriana e a origem dos diferentes isolados15. Dos países europeus, Portugal apresenta 
as taxas mais elevadas de consumo de antibióticos: o projecto europeu ESAC-European 
Surveillance of Antimicrobial Consumption descreve que, no ano de 2006, se encontrou entre 
18,69 e 23,24 doses diárias por mil habitantes (DDD), enquanto que na Holanda foi de 9,58-
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14,14 DDD e em França 27,80-32,35 DDD27, valores preocupantes corroborados por outros 
estudos11.  
Publicações recentes do sistema EARSS-European Antimicrobial Resistance Surveillance System 
(http://www.earss.rivm.nl), fundado pela agência europeia ECDC-European Centre for Disease 
Prevention and Control, com o apoio da Comissão Europeia, descrevem elevados índices de 
resistência antimicrobiana nos microorganismos isolados da corrente sanguínea (Figura 1).  
 
Esta situação apresenta especial incidências nas enterobacteriáceas e sua resistências às 
cefalosporinas de 3ª geração, fluoroquinolonas e aminoglicosídeos, com os isolados invasivos de 
E. coli a apresentar um índice de resistência às fluoroquinolonas compreendido entre 25 e 50% e 
de Klebsiella pneumoniae entre 10-25%29. Estes dados devem, portanto, ser considerados na 
actualização dos pontos de coorte definidos para estes agentes antimicrobianos, levando mesmo 
autores a sugerir uma alteração nos pontos de coorte considerados pelas agências competentes53 e 
uma harmonização internacional entre a agência europeia EUCAST- European Committee on 
 
Figura 1. Representação da resistência dos isolados clínicos invasivos de Escherichia coli (esq.) e 
Klebsiella pneumoniae 29.   
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Antimicrobial Susceptibility Testing e a agência norte-americana CLSI-Clinical and Laboratory 
Standards Institute 46. 
 
1.4. Disseminação Plasmídica: grupos de incompatibilidade de Escherichia coli 
e Klebsiella spp.  
A aquisição de elementos genéticos móveis (fagos, plasmídios virulentos e ilhas de 
patogenicidade), assim como a perda de regiões de DNA cromossómico nas diferentes linhagens 
celulares, permitem uma dinâmica de evolução de clones de E. coli comensais (Figura 2), com 
distintas características patogénicas e frequentemente associadas a uma sintomatologia e quadro 
clínico específico: E. coli enterotoxigonénicas, enteropatogénicas, enterohemorrágicas, 
enteroinvasivas e uropatogénicas1.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Contribuição da aquisição horizontal de elementos genéticos móveis para a evolução dos 
distintos tipos patogénicos de E. coli 1.  
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Os plasmídeos são elementos genéticos extracromossomais que existem nas células como ácidos 
nucleicos livres, maioritariamente constituídos por duas cadeias de DNA circulares, que variam 
entre 1 e 1000 Kpb. O número de cópias na célula varia, podendo existir apenas 1 ou 2 cópias, ou 
mais de 10098. Parecem estar envolvidos na diversidade genética bacteriana, permitindo a 
aquisição e a perda de genes, e podem ser trocados horizontalmente por diferentes populações por 
conjugação ou mobilização (Figura 3)45. Contêm genes essenciais para a iniciação e controlo da 
replicação assim como genes acessórios cujas funções podem envolver resistência antimicrobiana 
ou genes de virulência20.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Plasmídeos com a mesmo controlo de replicação são “incompatíveis”, enquanto que plasmídeos 
com diferentes controlos de replicação são “compatíveis”. Segundo este pressuposto, dois 
Figura 3. Esquema exemplificativo de conjugação bacteriana 21. 
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plasmídeos pertencendo ao mesmo grupo Inc não podem ser propagados na mesma linhagem 
celular18. O grupo Inc tem sido frequentemente utilizado para classificar os plasmídeos. Este 
método permite traçar a difusão destes elementos genéticos móveis no que infere à resistência 
antimicrobiana, assim como monitorizar a evolução e disseminação de plasmídeos emergentes10. 
A epidemiologia de infecções causadas por isolados produtores de CTX-M demonstrou ser 
diferente de infecções causadas por produtores de outras ESBL como as TEM ou SHV:dado que 
os genes que codificam para os enzimas CTX-M encontram-se associados com elementos 
genéticos móveis, favorecendo a sua disseminação59, 76. 
Em 1988, Couturier et al. desenvolveu um novo método para a identificação dos plasmídeos 
maioritariamente presentes em isolados de Enterobacteriáceas18. Este método, baseado na 
hibridização de 19 sondas de DNA que reconheciam diferentes replicões, apresentava como 
limitações ser trabalhoso, demorado e de dificil aplicação num grande número de isolados. 
Carattoli et al. apresentou em 2005, um método de PCR para identificação de 18 origens de 
replicação representativas dos grupos de incompatibilidade mais frequentemente associados à 
resistência antimicrobiana em enterobacteriáceas8, o qual contribuiu para um aumento de estudos 
sobre esta temática. 
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1.5. Caracterização Filogenética em populações de Escherichia coli 
A análise filogenética dos isolados de E. coli demonstrou a existência de quatro grupos 
filogenéticos maioritários: A, B1, B2 e D 34. Embora os determinantes de virulência possam estar 
associados a elementos genéticos móveis, uma relação entre a classificação filogenética e a 
virulência tem sido reportada: isolados virulentos extra-intestinais são, maioritariamente do grupo 
B2 e, com menor frequência, do grupo D. Por sua vez os isolados comensais pertencem 
maioritariamente aos grupos A e B184. Tradicionalmente, infere-se que a prevalência de isolados 
multirresistentes é menor em isolados B2 84, embora recentemente se tenha descrito isolados 
multirresistentes pertencentes a este grupo filogenético13, 35.  
Branger et al. promoveu um estudo com 157 E.coli produtoras de ESBL, verificando que foram 
encontradas ESBL em todos os grupos filogenéticos e que a resistência às fluoroquinolonas se 
encontra associada a uma diminuição de factores de virulência (FV) e da capacidade invasiva5, 
corroborado por outros estudos58. Sannes et al., por sua vez, infere que os isolados de E.coli do 
sangue comparativamente a isolados rectais, apresentam mais FV em situações de bacteriémia. 
Sugere, assim, uma supremacia dos determinantes de virulência sobre os filogéneticos como 
indicadores preditivos da capacidade de virulência85. 
A relação entre a resistência aos antimicrobianos, o grupo filogenético a que pertencem e o 
potencial de virulência não é clara e consensual. De facto, pouco é conhecido sobre a 
caracterização filogenética de Escherichia coli produtores de ESBL e sua importância na 
patogenicidade destas estirpes, principalmente em situações de infecção invasiva severa, como é 
o caso da bacteriémia.  
 
Capítulo 1. Introdução 
Cátia Caneiras 9 
1.6. Factores de Virulência e Ilhas de Patogenicidade (PAIs) de Escherichia 
coli 
A severidade das infecções bacterianas resulta de uma complexa interacção entre a 
susceptibilidade do hospedeiro e as caracteristicas do agente patogénico, entre as quais os 
factores bacterianos de virulência que possui25. Dentro dos factores de virulência mais 
frequentemente associados a infecções severas invasivas por facilitarem a colonização, 
proliferação e o acesso bacteriano ao sistema endovenoso, podemos destacar as adesinas 
específicas, os sideróforos e as toxinas41, 66.  
A adesão celular é amplamente descrita como um passo importante para a patogénese da 
doença96, dado que confere à bactéria uma capacidade de protecção contra alguns mecanismos 
mecânicos de protecção bacteriana (p.e. descamação da mucosa), aumentando a sua habilidade 
para se multiplicar e invadir o tecido renal56, 101. A adesão da E. coli às células uroepiteliais é 
medidado por proteínas bacterianas denominadas de adesinas associadas ou não à produção de 
fímbrias. O gene pap codifica uma adesina fímbria P, a qual media a adesão da bactéria a 
glicopéptidos localizados na superfície das células do tracto urinário, facilitanto a colonização da 
pélvis e a invasão do parênquima renal101, sendo que a proteína papG, dada a sua localização 
estratégica na região distal da estrutura fimbrial, parece ter um papel relevante na protecção da E. 
coli da`acção dos neutrófilos94 A fímbria FimH é uma adesina sensível aos resíduos de manose 
existentes nos receptores glicoproteícos, que se encontram localizados na superfície das células 
epiteliais da bexiga. Esta adesão é seguida pela invasão do tecido uroepitelial60, 61.  
 O gene sfa é codificador da adesina fímbria S, reconhecendo resíduos de ácido siálico na 
laminina. Esta fímbria é uma hemaglutinina manose-resistente que se liga a estruturas presentes 
Capítulo 1. Introdução 
Cátia Caneiras 10 
em eritrócitos humanos, sendo usualmente detectada em amostras de E. coli isoladas em 
pacientes com quadros clínicos de sépsis ou meningite. Por sua vez, o gene afa codifica uma 
adesina afimbrial, reconhecendo o antigénio de grupo sanguíneo Dr como seu receptor40.  
A aerobactina, codificada pelo gene iucC, é uma proteína associada à captação de ferro, cujo 
gene se encontra frequentemente em plasmídeos que codificam também a resistência a 
antimicrobianos. Está associada a situações clínicas graves dado que promove crescimento 
bacteriano em concentrações limitantes de ferro, coincidentes com as encontradas no decorrer da 
infecção32.  
A hemolisina, codificada pelo gene hly, encontra-se associada a quadros severos de infeção. 
Promove a lise dos eritrócitos, contribuindo para o processo inflamatório através da libertação de 
ferro, interrupção da fagocitose e causando toxicidade directa para os tecidos17.  
O factor citotóxico necrotizante 1, codificado pelo gene cnf, consiste numa toxina protéica que 
induz a desaminação do resíduo de glutamina 63 da proteína RhoA GTP-ligante, uma proteína 
essencial para a organização do citoesqueleto de actina de células eucariotas50. O gene usp, o qual 
codifica para uma proteína específica uropatogénica, parece estar associado à infecção do tracto 
urinário, tendo sido recentemente descrito como um importante factor de virulência102.   
O pílus de adesão EcpA, embora esteja presente também em isolados comensais, caracteriza-se 
por ser crucial para a virulência da E. coli H7:O157 em humanos. A presença deste proteína 
parece mimetizar os isolados comensais promovendo a evasão ao sistema imunitário, 
promovendo a perpetuação da colonização e a promoção da infecção78 .  
As Ilhas de Patogenicidadae (PAIs) foram descritas pela primeira vez por Hacker et al., sendo 
elementos genéticos móveis constituidos por grandes quantidades de DNA (superiores a 10Kb) as 
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quais codificam para genes de virulência e de resistência84. Encontram-se contidas de forma 
adjacente a genes RNAt e contêm sequências de inserção, integrases e transposases86.  
De facto, dada a complexidade inerente a esta temática, estirpes de E. coli produtoras de ESBL 
envolvidas em situações de bacteriémia apresentam ainda um potencial de virulência 
desconhecido. Podem representar clones altamente virulentos ou isolados oportunistas cuja 
habilidade para causar doença se encontra largamente limitada aos hospedeiros comprometidos, 
nos quais a resistência poderá apresentar vantagem selectiva. 
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1.7. Objectivos 
O objectivo principal deste estudo consiste em caracterizar os determinantes genéticos associados 
à resistência e virulência em isolados clínicos de Escherichia coli e Klebsiella spp. produtores de 
β-lactamases de espectro alargado provenientes de bacteriémias.  
 
De modo a atingir este objectivo, é necessário: 
 
• Caracterização fenotípica e genotípica dos isolados clínicos de E.coli e de 
Klebsiella spp produtores de beta-lactamases de espectro alargado (ESBL) 
isolados de hemoculturas; 
•  Caracterização do perfil de disseminação plasmídica através da determinação dos 
grupos de incompatibilidade dos isolados em estudo;  
•  Caracterização filogenética da população de E. coli; 
•  Determinação de factores de virulência e Ilhas de Patogenicidade (PAIs) em 
E.coli e sua relação com os perfis de resistência e virulência encontrados. 
 
O interesse nesta temática justifica-se pela necessidade crescente de aumentar o conhecimento 
das estirpes produtoras de ESBL, principalmente quando provenientes de situações invasivas 
severas, como é o caso das bacteriémias. Este facto assume especial relevância considerando os 
limitados estudos neste âmbito e a controversa relação da virulência com a previsibilidade da 
resistência e patogenicidade dos isolados.  
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2. MATERIAL E MÉTODOS 
 
2.1. Isolados Bacterianos em estudo 
As hemoculturas efectuadas após suspeita de infecção bacteriana por sintomatologia ou 
parâmetros clínicos, foram processadas pelo sistema automático do Hospital de Santa Maria. 
Apenas os isolados de Klebsiella spp. e Escherichia coli identificados como produtores de β-
lactamases de espectro alargado pelo Laboratório de Microbiologia do Hospital de Santa Maria 
foram encaminhados para o Laboratório de Controlo Microbiológico da Faculdade de Farmácia 
da Universidade de Lisboa, no âmbito de ser efectuado um estudo específico. Todas as estirpes 
foram, então, conservadas a partir de uma cultura pura em criotubos com 1 mL de BHI com 
glicerol a 15%, devidamente identificados e conservados a – 80ºC. Deste modo, é possível 
preservar as características genotípicas e fenotípicas das bactérias, garantindo-se que as 
características permanecem intactas para estudos posteriores e, comparativamente à conservação 
a temperatura ambiente, diminuindo-se o risco de contaminação bacteriana e/ou fúngica.    
 
O presente trabalho constitui um estudo retrospectivo das estirpes de Klebsiella spp. (n=83), 
nomeadamente Klebsiella pneumoniae (n=68) e Klebsiella oxytoca (n=15), e Escherichia coli 
(n=72) produtoras de ESBL, isoladas de hemoculturas do Hospital de Santa Maria (HSM) no 
decorrer de 7 anos consecutivos (2000-2007). Apenas 1 isolado por doente foi considerado. 
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2.2. Métodos de Biotipagem 
Para a caracterização fenotípica e genotípica dos 155 isolados clínicos produtores de beta-
lactamases de espectro alargado isolados de hemoculturas, serão utilizadas técnicas tradicionais 
de determinação da susceptibilidade aos antimicrobianos, como o método de difusão em disco 
Kirby-Bauer, e de tipificação molecular, como o M13-PCR fingerprinting. 
 
2.2.1 Métodos Fenotípicos  
A terapêutica empírica para infecções severas deve ser recomendada tendo por base a distribuição 
dos microorganismos e o seu perfil de susceptibilidade na instituição onde o regime é 
administrado, de modo a minizar as consequências de uma terapêutica inapropriada. Deste modo, 
irá proceder-se à caracterização fenotípica dos isolados em estudo.  
 
Susceptibilidade a Agentes Antimicrobianos 
Numa primeira fase, irá proceder-se à determinação da susceptibilidade dos isolados a diferentes 
famílias de antimicrobianos utilizados na prática clínica, recorrendo-se ao método de difusão de 
discos de antibiótico em agar, também designado Método de Kirby-Bauer.  
Verificou-se a susceptibilidade dos isolados em estudo a 7 antimicrobianos: 3 cefalosporinas, 
cefoxitina (2ªgeração), ceftazidima e cefotaxima (3ªgeração); aminoglicosídeos, gentamicina; 
quinolonas, ciprofloxacina e o grupo dos carbapenemos, representado pelo imipenemo. Foi 
utilizado também um disco de amoxicilina e ácido clavulânico (associação beta-lactâmico com 
inibidor de beta lactamases).  
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Tabela 1. Pontos de coorte definidos pelo CLSI, 2008 99. 
Os resultados foram analizados tendo em conta os pontos de coorte definidos pelo Clinical and 
Laboratory Standards Institute (Tabela1) para interpretação da susceptibilidade de 
Enterobacteriáceas aos antimicrobianos utilizados no presente estudo 99. 
 
 
  Diâmetro da Zona de Inibição (mm) 
Agente Antimicrobiano 
 
Conteúdo do disco (µg) 
 R I S 
Cefotaxima (CTX)  30  ≤ 14 15-22 ≥ 23 
Ceftazidima (CAZ)  30  ≤ 14 15-17 ≥ 18 
Ciprofloxacina (CIP)  5  ≤ 15 16-20 ≥ 21 
Cefoxitina (FOX)  30  ≤ 13 15-17 ≥ 18 
Imipenemo (IMP)  10  ≤ 13 14-15 ≥ 16 
Gentamicina (GM)  10  ≤ 12 13-14 ≥ 15 
Amox. e Ác. Clav. (AMC)  20/10  ≤ 13 14-17 ≥ 18 
 
2.2.2. Métodos Genotípicos  
O controlo de uma infecção associada aos cuidados de saúde (IACS) pressupõe o conhecimento 
das bactérias endémicas no meio hospitalar. De modo a proceder à caracterização molecular e 
avaliar a relação clonal dos isolados clínicos em estudo, recorreu-se ao método genotípico M-13 
PCR fingerprinting.   
 
M-13 PCR fingerprinting 
O método de M-13 PCR fingerprintig, baseado na técnica de randomly amplified polymorphic 
DNA analysis (RAPD) é de fácil realização, embora tenha sido descrita baixa reprodutibilidade 
inter-ensaios. Tem sido amplamente utilizado neste laboratório para tipificar diversos 
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Tabela 3. Programa de amplificação M-13 PCR fingerprintig 
Tabela 2. Primer para M13 PCR fingerprinting 
microorganismos, sendo referida uma boa correlação com outros métodos28. Para extrair o DNA 
de cada isolado recorreu-se à técnica de boiled, menos dispendiosa que o recurso a Kits de 
extracção comerciais e mais rápida que a extracção por fenol:clorofórmio e precipitação com 
etanol absoluto. A sequência do primer utilizado encontra-se na Tabela 2.  
 
 
Descrição Gene(s) alvo Sequência primer (5´-3´) Referência 
M-13 
 
Emparelha aleatóriamente com 
fragmentos polimóficos do genoma  
 
GAGGGTGGCGGTTCT Grundmann et al., 1997  
 
Para a amplificação recorreu-se às Ready-to-go RAPD Analysis Beads (Amersham 
Biosciences®), de acordo com as instruções do fabricante. As reacções foram efectuadas num 
termociclador (ClyclerTM thermal cycler, Bio-Rad®) previamente aquecido a 95ºC segundo o 
programa descrito na Tabela 3. O restante protocolo encontra-se de acordo com o descrito por 
Grundmann et al.,1997 30 .  
 
 
Temperatura (ºC) Tempo Nº ciclos 
94 2 min 1 
94 20 seg 35 
50 1 min 35 
72 20 seg 35 
72 5 min 1 
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Tabela 4. Primers utilizados na pesquisa de ESBL  
 
2.3. Métodos Moleculares 
As técnicas moleculares têm demonstrado elevado interesse no diagnóstico e terapêutica de 
doenças infecciosas, promovendo um conhecimento aprofundado dos mecanismos de resistência 
e virulência de microorganismos clinicamente relevantes. 
 
2.3.1. PCR  
O método de PCR (Polymerase Chain Reaction) permite a amplificação específica de genes cuja 
presença se procura confirmar. O amplicão originado com os primers indicados é depois 
purificado, sequenciado e analisado. Esta reacção, requer uma extracção prévia do DNA das 
células, de forma a estar disponível para os primers, nucleótidos e DNA polimerase. As reacções 
de polimerase em cadeia foram realizadas utilizando o kit comercial puReTaq Ready-To-Go PCR 
Beads (Amersham Biosciences®), de acordo com as instruções do fabricante.  
 
Pesquisa de ESBL 
Através da técnica de PCR foi efectuada a pesquisa dos enzimas do grupo CTX-M1, tendo-se 
utilizado para tal os primers descriminados na Tabela 4. 
 
 
Descrição Sequência primer (5´-3´) Referência 
CTX-M1 F ATGGTTAAAAAATCACTGCGCTCCT 
CTX-M1 R TTACAAACCGTCGGTG 
no. X92506 
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Tabela 5. Primers utilizados na tipificação plasmídica. 
 
Tipificação plasmídica 
De modo a classificar os plasmídeos existentes nos isolados de E.coli e Klebsiella spp. 
provenientes de bacteriémias foi efectuada uma identificação do grupo Inc, de acordo com o 
descrito por Carattoli et al., 2005 8. 
 
 
Identificação Sequência primer (5´-3´) Referência 
HI1 Fw ggagcgatggattacttcagtac AF 250878 
HI 1Rv tgccgtttcacctcgtgagta  
HI2 Fw tttctcctgagtcacctgttaacac BX664015 
HI2 Rv ggctcactaccgttgtcatcct  
I1 Fw cgaaagccggacggcagaa M20413 
I1 Rv tcgtcgttccgccaagttcgt  
X Fw aaccttagaggctatttaagttgctgat Y00768 
X Rv tgagagtcaatttttatctcatgttttagc  
L/M Fw ggatgaaaactatcagcatctgaag U27345 
L/M Rv ctgcaggggcgattctttagg  
N Fw gtctaacgagcttaccgaag NC_003292 
N Rv gtttcaactctgccaagttc  
FIA Fw ccatgctggttctagagaaggtg J01724 
FIA Rv gtatatccttactggcttccgcag  
FIB Fw ggagttctgacacacgattttctg M26308 
FIB Rv ctcccgtcgcttcagggcatt  
W Fw cctaagaacaacaaagcccccg U12441 
W Rv ggtgcgcggcatagaaccgt  
Y Fw aattcaaacaacactgtgcagcctg K02380 
Y Rv gcgagaatggacgattacaaaacttt  
P Fw ctatggccctgcaaacgcgccagaaa M20134 
P Rv tcacgcgccagggcgcagcc  
FIC Fw gtgaactggcagatgaggaagg AH003523 
FIC Rv ttctcctcgtcgccaaactagat  
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Tabela 6. Primers utilizados na caracterização 
filogenética dos isolados de E. coli.  
 
A/C Fw gagaaccaaagacaaagacctgga X73674 
A/C Rv acgacaaacctgaattgcctcctt  
T Fw ttggcctgtttgtgcctaaaccat K00053 
T Rv cgttgattacacttagctttggac  
FIIS Fw ctgtcgtaagctgatggc AE006471 
FIIS Rv ctctgccacaaacttcagc  
FrepB Fw tgatcgtttaaggaattttg AY234375 
FrepB Rv gaagatcagtcacaccatcc  
K/B Fw gcggtccggaaagccagaaaac M93063 
K Rv tctttcacgagcccgccaaa  
B/O Rv tctgcgttccgccaagttcga M28718 
 
 
Caracterização Filogenética 
Os isolados de E.coli provenientes de bacteriémias do Hospital de Santa Maria foram 
caracterizados filogenéticamente com os primers descritos na Tabela 6 e de acordo com o 
descrito por Clermont, O et al. (2000)12.  
 
 
 
Nome 
Primer Sequência primer (5´-3´) 
ChuA.1 GACGAACCAACGGTCAGGAT 
ChuA.2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA 
YjaA.1 TGAAGTGTCAGGAGACGCTG 
YjaA.2 ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC 
TspE4C2.1 GAGTAATGTCGGGGCATTCA 
TspE4C2.2 CGCGCCAACAAAGTATTACG 
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Tabela 7. Primers utilizados na identificação de factores de virulência e de ilhas de 
patogenicidade 
 
Os resultados obtidos através da técnica de PCR foram interpretados de acordo com a árvore 
dicotómica apresentada na Figura 4 12.  
 
 
 
 
Factores de Virulência e Ilhas de Patogenicidade 
 
 
Descrição Gene(s) alvo Sequência primer (5´-3´) Referência 
Fímbria P papC GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG 
  ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA 
Fímbria S e F1C sfa/focDE CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC 
  CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA 
Adesinas Afa afaC CGGCTTTTCTGCTGAACTGGCAGGC 
  CCGTCAGCCCCCACGGCAGACC 
Fímbria do Tipo1 fimH AACAGCGATGATTTCCAGTTTGTGTG 
  ATTGCGTACCAGCATTAGCAATGTCC 
Hemolisina hlyCA AGATTCTTGGGCATGTATCCT 
Pitout et al., 2005 
Figura 4. Árvore dicotómica utilizada para determinar o 
grupo filogenético dos isolados de E. coli através dos 
resultados obtidos por PCR12.  
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  TTGCTTTGCAGACTGTAGTGT 
Factor Citotóxico 
Necrotizante 
cnf TTATATAGTCGTCAAGATGGA 
  CACTAAGCTTTACAATATTGA 
Aerobactina iucC AAACCTGGCTTACGCAACTGT 
  ACCCGTCTGCAAATCATGGAT 
Factor comum de aderência ecpA AAGCTGGTTGTGACGCCAC 
  GAAACCATCCTGTGCGGTG 
Presente trabalho 
Proteina específica 
uropatogénica 
usp CCGAGTAGTGTGTTGGCGAC 
  GTCGGGGCGTAACAATCCT 
Presente trabalho 
    
PAI III 536 sfa AI.1 CGGGCATGCATCAATTATCTTTG 
 sfa AI.2 TGTGTAGATGCAGTCACTCCG 
PAI IV 536 IR P2 FP AAGGATTCGCTGTTACCGGAC 
 IR P2 RP TCGTCGGGCAGCGTTTCTTCT 
PAI II CFT073 cft 073.2 Ent1 ATGGATGTTGTATCGCGC 
 cft 073.2 Ent2 ACGAGCATGTGGATCTGC 
PAI I 536 I.9 TAATGCCGGAGATTCATTGTC 
 I.10 AGGATTTGTCTCAGGGCTTT 
PAI II 536 orf1 up CATGTCCAAAGTTCGAGCC 
Sabate et al., 2006 
 orf1 down CTACGTCAGGCTGGCTTTG 
PAI I j96 papGIf TCGTGCTCAGGTCCGGAATTT 
 papGIr TGGCATCCCACATTATCG 
PAI II j96 hlyd GGATCCATGAAAACATGGTTAATGGG 
 cnf GAAGTTACAGCGCGCA 
PAI I CFT073 RPAi GGACATCCTGTTACAGCGCGCA 
 RPAf TCGCCACCAATCACAGCGAAC 
Sabate et al., 2006 
 
2.3.2. Purificação de Produtos de PCR  
Para completar a caracterização genética das bactérias é necessário sequenciar os produtos 
obtidos na amplificação por PCR. Sendo a sequenciação um processo complexo e muito sensível 
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é necessário garantir que a solução a analisar contém apenas o DNA pretendido. Deste modo, as 
amostras foram purificadas utilizando-se o Kit de purificação JETquick Spin Column Technique 
(Genomed®), segundo as instruções do fabricante. 
 
2.4. Métodos Informáticos  
A análise das sequências nucleotídicas amplificadas pelo método de PCR foi efectuada 
recorrendo a dois programas informáticos: BLAST e CLUSTALW.  
 
2.4.1. BLAST 
O programa BLAST 2.0 (Basic Local Alignment Search Tool, disponível em 
www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) permite a análise das sequências nucleotídicas obtidas 
considerando a homologia com as contidas na base de dados do National Center for 
Biotechnology Information (NCBI), permitindo conhecer a significância estatística dos 
emparelhamentos.  
 
2.4.2. ClustalW 
O Software ClustalW Multalign é um programa de alinhamento de múltiplas sequências, para 
DNA e proteína, disponível online (www.ebi.ac.uk/clustalw/). Produz alinhamentos de várias 
sequências divergentes, de forma biologicamente relevante. Calcula o melhor emparelhamento 
possível entre cada sequencia, e fornece um output alinhado para que as identidades, semelhanças 
e diferenças possam ser visíveis.  
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2.5. Métodos Estatísticos 
De modo a percepcionar a significância estatística das comparações efectuadas ao longo do 
presente trabalho foi efectuado o Teste de Fisher Exacto, recorrendo ao programa de cálculo 
disponível em http://www.graphpad.com/quickcalcs/index.  
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Tabela 8. Frequência de isolamento de Escherichia coli e Klebsiella spp produtores de ESBL, 
considerando a totalidade de isolados em situações de bacteriémia, por ano de estudo, no Hospital de Santa 
Maria.  
3. Resultados e Discussão 
 
3.1. Frequência de isolamento de ESBL em situações de bacteriémias no 
Hospital de Santa Maria, 2000-2007 
De modo a percepcionar a representatividade do isolamento de estirpes produtoras de ESBL 
provenientes de bacteriémias no decorrer de 7 anos no HSM, procedeu-se à análise dos isolados 
enviados para a FFUL comparativamente à totalidade dos isolados recolhidos em hemoculturas 
no hospital durante o período em estudo (Tabela 8). 
 
 
 
 
  Nº isolados (%) 
  E. coli  Klebsiella spp. 
Ano de Isolamento  Total (100) ESBL  Total (100) ESBL 
2000  130 2 (1,5)  59 1 (1,7) 
2001  174 1 (0,6)  87 8 (9,2) 
2002  174 4 (2,3)  64 9 (14,1) 
2003  209 5 (2,4)  83 14 (16,9) 
2004  236 6 (2,5)  93 5 (5,4) 
2005  223 20 (9,0)  107 20 (18,7) 
2006  229 11 (4,8)  102 15 (14,7) 
2007  233 23 (9,9)  107 11 (10,3) 
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A frequência de isolamento de Escherichia coli produtora de ESBL em bacteriémias variou entre 
0,6% e 9,9%, nos anos de 2001 e 2007, respectivamente. Os anos decorridos entre 2005 e 2007 
demonstraram um aumento significativo comparativamente aos anos anteriores (0,6-2,5% Vs 4,8-
9,9%, IC95%, p<0,05). 
 
Embora há cerca de 10 anos atrás um estudo de hemoculturas europeias efectuado entre 1997 e 
1998 pelo programa internacional de vigilância antimicrobiana SENTRY, tenha determinado um 
índice de 0,36% de isolados de E. coli potencialmente produtores de ESBL24, foi recentemente 
descrito em Espanha por Rodriguez-Bano et al., uma frequência de isolamento que, actualmente 
rondará os 9,0% 81, com uma preocupante tendência crescente igualmente verificada por toda a 
Europa7, 15, 31 e concordante com a evolução descrita no presente trabalho.  
 
Nos isolados de Klebsiella spp. o índice percentual de isolados produtores de ESBL assumiram 
uma variação entre 1,7% e 18,7% nos anos de 2000 e 2005, respectivamente, com os anos de 
2000 e 2004 a apresentarem os índices mais reduzidos (1,7 e 5,4%, respectivamente). No último 
ano do presente estudo, 2007, a frequência de produção de ESBL em isolados de Klebsiella spp 
foi de 10,3%. Embora no presente estudo se verifique um decréscimo no índice de isolados desta 
espécie nos últimos 3 anos (18,7% em 2005 Vs 10,3% em 2007), importa notar que outros 
estudos europeus descrevem valores de produção de ESBL na ordem dos 9,4% (França,1998)19, 
10,2% (Itália, 2003)54 e 13,7% (Espanha, 2008)64, pelo que os valores obtidos no Hospital de 
Santa Maria indiciam uma necessidade de medidas preventivas e de monitorização rigorosa.  
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Figura 5. Distribuição da frequência percentual dos isolados Escherichia coli (n=72) e 
Klebsiella spp. (n=83) produtores de ESBL provenientes de bacteriémia, por ano de isolamento. 
3.2. Caracterização da amostra em estudo 
No período de tempo decorrido entre Janeiro de 2000 e Dezembro de 2007 foram identificados 
155 isolados clínicos produtores de β-lactamases de espectro alargado (ESBL), nomeadamente 72 
Escherichia coli e 83 Klebsiella spp., das quais 68 Klebsiella pneumoniae e 15 Klebsiella 
oxytoca. Todos os isolados são provenientes de hemoculturas do Hospital de Santa Maria (HSM), 
Lisboa, tendo sido apenas considerado um isolado por doente.  
 
3.2.1. Evolução da frequência de isolamento de produtores de ESBL na 
amostra em estudo 
De um modo complementar à informação recolhida no ponto 3.1. deste trabalho, na qual foi 
determinada a frequência de isolamento de ESBL no Hospital de Santa Maria em situações de 
bacteriémia, importa também caracterizar a amostra em estudo no que infere à evolução destas 
estirpes entre 2000 e 2007 (Figura 5). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Capítulo 3. Resultados e Discussão 
 
Cátia Caneiras                                                                                                                                 29 
 
 
Como se pode observar na Figura 5, verifica-se uma uma tendência crescente de isolamento de 
estirpes produtoras de ESBL em ambas as estirpes, com os anos compreendidos entre 2005 e 
2007 a apresentarem significativamente (p<0,05; NC=95%) um número superior de isolados 
produtores de ESBL, comparativamente aos restantos anos. 
 
Analizando as duas espécies bacterianas isoladamente, verifica-se um aumento significativo de 
isolamentos de E. coli no ano de 2005 (os quais representavam 8,33% da totalidade da amostra 
em 2004, passando para 27,78% em 2005, p<0,05; NC=95%), comportamento semelhante ao 
encontrado na frequência de isolados de Klebsiella spp. produtores de ESBL, nos quais também 
se verificou um aumento extraordinário de isolados (6,02% em 2004 para 24,10% em 2005, 
p<0,05; NC=95%), De facto, os resultados obtidos sugerem a existência de um surto de ambos os 
isolados produtores de ESBL no HSM no ano de 2005.  
 
Verifica-se que a frequência de isolamento de Klebsiella spp. invasiva diminuiu 
significativamente nos anos subsequentes (24,10% no ano de 2005 comparativamente a 18,07% e 
13,25% dos anos de 2006 e 2007, respectivamente), comportamento distinto do verificado para os 
isolados de Escherichia coli. Nestes isolados invasivos produtores de ESBL, verificou-se um 
aumento de 28% em 2005 para 32% em 2007, sendo preocupante o facto de, neste último, o 
número de isolados de E. coli atingir o valor mais elevado dos últimos 7 anos.    
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Tabela 9. Distribuição da frequência absoluta e percentual de isolados de Escherichia coli e Klebsiella 
spp. por serviço clínico do HSM.  
Legenda: SO-Sala de Observações da Urgência; UCI-Unidade de Cuidados Intensivos 
3.2.2.  Distribuição dos isolados por Serviços Clínicos  
O estudo das unidades nas quais mais frequentemente foram isoladas estirpes produtoras de 
ESBL permite não só verificar a possibilidade de existência de clones endémicos no Hospital ou 
em serviços de determinada tipologia, assim como implementar medidas específicas e adequadas 
à situação. Deste modo, pretendeu-se estudar a distribuição da frequência absoluta e percentual 
dos isolados por agrupamento de serviços clínicos, considerando a similaridade de serviço 
prestado (Tabela 9).  
 
 
 E. coli Klebsiella spp. 
SERVIÇOS Nº isolados (%) Nº isolados (%) 
Medicinas e Esp. Médicas 46 (63,89) 29 (34,94) 
SO e Urgência 12 (16,67) 3 (3,61) 
UCI 10 (13,89) 38 (45,78) 
Cirurgia e Esp. Cirúrgicas 2 (2,78) 10 (12,05) 
Pediatria 2 (2,78) 3 (3,61) 
TOTAL 72 (100) 83 (100) 
 
 
No presente estudo, os isolados de Escherichia coli provêm maioritáriamente dos serviços de 
medicinas e de especialidades médicas do HSM, nos quais são isolados 63,89% da totalidade da 
amostra, seguidos dos isolados da Sala de Observações da Urgência e Urgência Central (16,67%) 
e das distintas unidades de cuidados intensivos, representando 13,89% dos isolados. A Klebsiella 
spp. apresenta uma distribuição distinta, apesar dos serviços em que mais frequentemente são 
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isolados serem comuns: 45,78% dos isolados provêm das unidades de cuidados intensivos e 
apenas 34,94% das medicinas e especialidades médicas. Em ambas as estirpes existe um baixo 
número de isolados provenientes dos serviços de pediatria comparativamente aos restantes, 
representando 3,61% da amostra de isolados de Klebsiella spp. e 2,78% de Escherichia coli.  
 
A representação gráfica dos resultados (Figura 6 e 7) permite comparar de um modo mais 
perceptível a representatividade dos serviços clínicos em cada uma das espécies bacterianas: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Os isolados bacteriémicos de Escherichia coli produtores de ESBL encontram-se mais 
frequentemenete associados aos serviços de medicina e especialidades médicas do que os 
isolados de Klebsiella spp. (63% Vs 35%, respectivamente), espécie na qual os isolados na 
unidade de cuidados intensivos e nos serviços cirúrgicos representam mais de 50% da totalidade 
da amostra. De facto, contrariamente ao demonstrado pela Klebsiella spp., os isolados de E. coli 
produtores de ESBL não aparecem frequentemente nas UCI, comportamento descrito também por 
Figuras 6 e 7. Distribuição dos isolados clínicos de Escherichia coli e Klebsiella, respectivamente, por 
tipologia de serviços.  
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Figura 8. Serviços clínicos do HSM nos quais se verificou mais frequentemente o isolamento de 
Escherichia coli e Klebsiella produtores de ESBL em hemoculturas, durante os anos compreendidos 
entre 2000 e 2007.    Legenda: SO- Sala de Observações; Med-Medicina; UTIDH – Unidade de tratamentos intensivos de doenças 
hematológicas; UCIR-Unidade de cuidados intensivos respiratórios; UCIP-Unidade de cuidados intensivos polivalentes 
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outros autores81. Por sua vez, na sala de observação da urgência e serviço de urgência central 
denota-se também uma superior frequência de isolamento de Escherichia coli comparativamente 
à Klebsiella spp. (16,67% Vs 3,61%, respectivamente. 
 
Na Figura 8 encontram-se representados especificamente os serviços clínicos nos quais mais 
frequentemente se verificou o isolamento de produtores de ESBL em hemoculturas (Figura 4). 
Importa, no entanto, referir que esta classificação não tem em conta outros factores além dos 
serviços clínicos que influenciam o risco de contrair bacteriémia através da infecção por estes 
isolados, entre os quais a severidade da patologia dos doentes, o estado de imunosupressão ou a 
existência de dispositivos médicos invasivos95. 
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Ao considerarmos os serviços com maior representatividade de isolamento de espécies 
produtoras de ESBL em bacteriémias, verificamos que os isolados de Escherichia coli se 
encontram mais frequentemente distribuídos por 5 serviços, de forma bastante uniforme (2,88-
5,76%) quando comparada com os isolados de Klebsiella spp. (0,83-17,43%). De facto, os 
isolados de Klebsiella spp. produtores de ESBL encontram-se maioritariamente na unidade de 
tratamentos intensivos de doenças hematológicas-UTIDH (representando 17,43% da amostra), 
unidade de cuidados intensivos respiratórios-UCIR (6,64%) e unidade de cuidados intensivos 
polivalentes –UCIP (3,32%), sendo que nestes últimos serviços não foi isolada nenhuma E. coli.  
 
De forma expectável, dada a gravidade das patologias inerentes e a maior frequência com que são 
efectuadas hemoculturas, a enfermaria de hematologia e a unidade de tratamentos intensivos de 
doenças hematológicas foram os serviços do HSM nos quais se verificou uma maior 
predominância de isolados clínicos em ambas as estirpes simultaneamente.  
 
Conhecidos os serviços do HSM nos quais mais frequentemente são isoladas estirpes produtoras 
de ESBL em situações invasivas, é pertinente a percepção da possibilidade de um único clone 
endémico entre os diferentes serviços ou a possibilidade da existência de vários clones.  
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Figura 9. Resultados obtidos nos antibiogramas das 72 estirpes de Escherichia coli aos 
antibióticos estudados. As frequências percentuais de cada comportamento estão assinaladas sobre 
a respectiva barra. Legenda: Amc-amoxicilina/ác. Clavulânico; Fox-cefoxitina; Ctx-cefotaxima; Caz-ceftazidima; Imp-
imipenemo; Gm-gentamicina; Cip-ciprofloxacina 
 
3.3.  Caracterização fenotípica dos isolados  
Os antibióticos seleccionados pretendem representar os grupos antimicrobianos mais 
frequentemente utilizados na prática clínica, nomeadamente o grupo dos β-lactâmicos 
(representado pela amoxicilina associado com ácido clavulânico, cefalosporina de segunda 
geração-cefoxotina e cefalosporinas de terceira geração-cefotaxima e ceftazidima); 
carbapenemos, representado pelo imipenemo; aminoglicosídeos representada pela gentamicina e, 
finalmente o grupo das fluoroquinolonas representado pela ciprofloxacina.  
 
3.3.1.  Escherichia coli  
Na Figura 9, são apresentadas as frequências percentuais referentes ao comportamento dos 72 
isolados clínicos de Escherichia coli face aos 7 antibióticos em estudo.  
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Em situações graves e nas unidades de cuidados intensivos, a bacteriémia requer terapêutica 
antimicrobiana empírica urgente, iniciada tendo em conta os microorganismos mais frequentes e 
o perfil de susceptibilidade dos isolados da região geográfica em que estes se encontram 77. Como 
pode ser observado na Figura 9, a susceptibilidade dos isolados em estudo aos antibióticos 
testados encontram-se compreendidas entre 5,56 e 98,61%, sendo importante realçar que esta 
variabilidade é influenciada pelo comportamento aos antibióticos cefoxitina e imipenemo, cuja 
resistência representa apenas 15,28% e 1,39% dos isolados, respectivamente.  
 
As consequências da prescrição de cefalosporinas em infecções graves causadas por estirpes com 
ESBL (mesmo quando aparentemente susceptíveis) encontra-se já bem estabelecida69, 100, 
conduzindo a elevados valores de ineficácia (42-100%)48. Rodriguez-Bano et al. descreve que em 
situações de bacteriémia provocada por isolados produtores de ESBL do tipo CTX-M, cerca de 4 
em cada 10 doentes que receberam monoterapia empírica com cefalosporinas não 
sobreviveram81. Concordante com outros estudos16, Kang, C. et al. infere que 52,8% dos 
pacientes com bacteriémia do seu estudo receberam uma terapêutica inadequada, resultando num 
acréscimo de mortalidade (27,4 Vs 38,4%, p=0,049) e de maior necessidade de alteração de 
terapêutica comparativamente aos pacientes que receberam a terapêutica adequada47.  
 
De facto, no presente estudo verificamos apenas 3,17% dos isolados demonstraram resistência à 
cefalosporina de segunda geração testada, cefoxitina, embora os índices de resistência 
encontrados para as cefalosporinas de terceira geração, cefotaxima e ceftazidima, tenham sido 
bastante superiores: 90,28 e 73,61%, respectivamente. A percentagem de isolados de Escherichia 
coli resistentes à associação amoxicilina-ác.clavulânico (AMC) foi de, aproximadamente 64%, 
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valor bastante superior ao descrito no programa de monitorização europeu EARSS-European 
Antimicrobial Resistance Surveillance System, o qual apresenta isolados clínicos invasivos de E. 
coli com um índice de resistência ao AMC de 30,6%63. Embora concordante com outros estudos 
(20-30%)33, 92, importando realçar que estes trabalhos foram efectuados apenas tendo em 
consideração bacteriémias como consequência de infecções urinárias. No entanto, considerando 
que em Portugal, à semelhança do comportamento existente em outros países europeus, a classe 
dos β-lactâmicos se encontram entre os mais frequentemente prescritos a nível da comunidade23, 
os resultados obtidos reforçam a importância clínica do conhecimento destes isolados, assim 
como a necessidade de antecipação do seu comportamento aos antimicrobianos vulgarmente 
utilizados.  
 
Os valores de resistência aos antimicrobianos ciprofloxacina e gentamicina determinados neste 
estudo foram de 88,89% e 76,39%. Um estudo desenvolvido pelo BSAC-British Society for 
Antimicrobial Chemotherapy, em isolados provenientes de bacteriémia recolhidas no reino unido 
entre 2000 e 2001 reporta um valor de apenas 11% de resistência à gentamicina79, enquanto que 
Oteo, J., et al., com uma amostra de 7098 isolados invasivos de E. coli recolhidos em 32 hospitais 
em Espanha, refere índices de resistência à ciprofloxacina e gentamicina de 6,8% e 5,3%, 
respectivamente65, embora recentemente tenham sido descritos valores em Espanha bastante 
próximos dos descritos neste trabalho27. De facto, é preocupante que cerca de 40% (28/72) dos 
isolados apresentem um perfil de simultânea resistência a todos os antibióticos com excepção da 
cefoxitina e imipenemo. Os elevados índices de susceptibilidade frequentemente associados a 
este carbapenemo2, 4, 67, os quais no presente estudo foram superiores a 90% sustentam a hipótese 
de que esta parece ser a melhor opção terapêutica para situações de bacteriémia causada por 
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Figura 10. Resultados obtidos nos antibiogramas das 83 estirpes de Klebsiella spp produtoras de 
ESBL. As frequências percentuais de cada comportamento estão assinaladas por cima da respectiva 
barra. Legenda: Amc-amoxicilina/ác. Clavulânico; Fox-cefoxitina; Ctx-cefotaxima; Caz-ceftazidima; Imp-imipenemo; Gm-
gentamicina; Cip-ciprofloxacina 
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isolados produtores de ESBL81. No entanto, importa notar que o recente aparecimento de isolados 
resistentes aos carbapenemos72 e a velocidade com que novas situações têm surgido, parecendo 
acompanhar o perfil de prescrição, fazem com que a recomendação empírica deste grupo de 
antibióticos deva ser efectuada com bastante precaução.  
 
3.3.2. Klebsiella spp. 
Na figura 10 são apresentadas as frequências percentuais referentes ao comportamento clínico 
dos isolados de Klebsiella spp em estudo face aos antibioticos seleccionados.  
 
 
 
 
Como pode ser observado pela análise da Figura 10 e comparação com a Figura 9, o perfil de 
susceptibilidade aos antibióticos obtido pelos isolados de Klebsiella spp. e E. coli do HSM são 
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sobreponíveis. Ainda assim, a resistência ao β-lactâmico CTX é superior nos isolados de E. coli 
comparativamente à Klebsiella spp (90,28% Vs 60,24%), sugerindo uma superior incidência de 
isolados de E. coli produtores de cefotaximases comparativamente à Klebsiella spp.  
 
6,02% das Klebsiella spp. reflectem uma resistência à cefoxitina, valor inferior ao encontrado 
para a E. coli (15,28%), enquanto que a frequência de isolamento de isolados resistentes ao 
imipenemo foi a mesma (1,20% na E. coli Vs 1,39% na Klebsiella spp.), embora de forma 
preocupante cerca de 60% dos isolados em estudo com resistência simultânea à ceftazidima, 
cefotaxima, ciprofloxacina e gentamicina.  
 
Um estudo recente descreve 718 isolados invasivos de Klebsiella pneumoniae provenientes de 35 
hospitais, referindo que o valor de resistência mais significativo e preocupante é o do 
antimicrobiano ciprofloxacina (10,4%)64, valor bastante inferior ao determinado no presente 
estudo (74,7 %). Também a resistência encontrada ao antimicrobiano representativo da classe dos 
aminoglícosideos, gentamicina, assume uma percentagem de aproximadamente 80%. Assim, 
considerando que a espécie de Klebsiella spp. é frequentemente isolada em situações clínicas 
severas em unidades de cuidados intensivos31 e tendo em conta os índices de resistência descritos 
aos grupos terapêuticos habitualmente associados a alternativas aos β-lactâmicos, reforça a 
necessidade de incentivos à criação de documentos orientadores de prescrição e monitorização de 
isolados multirresistentes.  
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Tabela 10. Classificação fenotípica dos isolados de Escherichia coli e Klebsiella spp. 
de acordo com o comportamento face aos antibióticos cefotaxima (CTX), 
ciprofloxacina (CIP) e ceftazidima (CAZ). 
3.3.3. Antibiotipo e ESBL 
Os isolados clínicos foram agrupados de acordo com o antibiotipo, nomeadamente pela selecção 
dos três antibióticos cujos índices de resistência eram simultaneamente superiores na E. coli e 
Klebsiella spp.: cefotaxima (90,28% Vs 60,24%), ciprofloxacina (88,89% Vs 74,70%) e 
ceftazidima (73,61% Vs 63,86%). O principal objectivo consiste em verificar se há 
predominância de algum antibiotipo no ambiente hospitalar do HSM durante os 6 anos (2001-
2007). 
 
 
 
  Perfil Fenotípico  Escherichia coli  Klebsiella spp. 
  CTX CIP CAZ  Nº isolados (%)  Nº isolados (%) 
F1A R R R  44 (61,10)  33 (39,76) 
F1B R R I  11 (15,28)  8 (9,64) 
F2 S/I R R  4 (5,56)  12 (14,46) 
F3 R S R  4 (5,56)  8 (9,64) 
C
la
ss
ifi
ca
çã
o
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F4 Variável  9 (12,50)  22 (26,51) 
Total  72 (100)  83 (100) 
 
A classificação foi efectuada em 4 grupos distintos (Tabela 10). O grupo predominante F1A 
compreende 44 dos 72 isolados de E. coli (61,11%) e 33 dos 83 isolados de Klebsiella spp 
(39,76%), sendo caracterizado pela resistência simultânea aos três antibióticos seleccionados. Na 
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Escherichia coli verifica-se uma predominância dos serviços de medicinas e sala de observações, 
seguido da unidade UTIDH, com percentagens de representatividade de 18,18%, 15,91% e 
9,09%,respectivamente. Este antibiotipo surge em Outubro de 2002 persistindo no HSM ao longo 
de todos os anos decorrentes do estudo, apresentando o último isolado no fim do mês de 
Novembro de 2007. Também na Klebsiella spp., foi na unidade UTIDH que mais frequentemente 
se isolaram estirpes produtoras de ESBL em situações de bacteriémias pertencentes ao grupo 
predominante F1A (13,25%), seguida da unidade UCIP (3,6%). De forma semelhante ao descrito 
para a E. coli, também este antibiotipo surge em 2002 (Dez/2002), mantendo-se até ao fim do 
presente estudo. 
 
O grupo F1B distingue-se apenas por apresentar uma resistência intermédia à ceftazidima, 
contemplando 11 isolados (15,28%) de E. coli e 8 isolados de Klebsiella spp. (9,64%). Os grupos 
F2 (isolados sensíveis/intermédios à cefotaxima) e F3 (isolados sensíveis à ciprofloxacina) 
representam 14,46% e 9,64% dos isolados, respectivamente, e apenas 5,56% da população de 
Escherichia coli em estudo. Finalmente, o grupo F4 cujos isolados apresentam um 
comportamento variável aos antibióticos seleccionados, grupo no qual se incluem apenas 12,5% 
dos isolados de E. coli (9/72), comparativamente aos 26,51% dos isolados de Klebsiella spp. 
(22/83).  
 
Todos os isolados são produtores de ESBL e, embora não se tenha determinado a enzima 
produzida para todos os grupos fenotípicos, outros estudos a decorrer em simultâneo no 
laboratório permitiram associar o grupo F2 com a produção de ESBL pertencente ao grupo TEM 
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e o F1A e F1B à produção da ESBL pertentence ao grupo CTX-M, sendo que os isolados F1A 
são produtores da CTX-M15.  
Alguns dos pontos relevantes a registar nesta fase do presente projecto é a similar persistência 
dos isolados de Escherichia coli e Klebsiella spp. (2002-2007), embora no caso das E. coli pareça 
existir uma menor variabilidade e maior adaptação dos isolados com o perfil de resistências do 
grupo F1 ao ambiente do Hospital de Santa Maria, perfil associado à produção de CTX-M15.  
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3.4. Caracterização Molecular  
O controlo de uma infecção associada aos cuidados de saúde (IACS) pressupõe o conhecimento 
das bactérias endémicas no meio hospitalar. E.coli e Klebsiella pneumoniae multirresistentes são 
comuns em situações de bacteriémia, causando “clusters de infecção”, em que aproximadamente 
50% destes apresentam capacidade de disseminação clonal71. De modo a avaliar a relação clonal 
entre as estirpes de cada género em estudo, foi utilizado o método de tipificação M-13 PCR 
fingerprinting.  
  
3.4.1. Escherichia coli 
Foram seleccionadas 46 estirpes de E. coli pertencentes aos quatro perfis fenotípicos 
anteriormente determinados (ver ponto 3.2.2.), com as quais se procedeu à determinação do perfil 
genotípico, como se encontra exemplificado na Figura 11.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 11. Identificação do Perfil Genético dos isolados de Escherichia coli do HSM.  
 Legenda: Poço 1 (1)- Marcador de pesos moleculares; (2)488Ec, Perfil1B; (3)491Ec, PerfilA1A (4)497Ec,Perfil2; (5) 
547Ec,Perfil1A; (6) 551Ec, Perfil1A; (7) 555Ec, Perfil3; (8) 563Ec, Perfil4 (9) 581Ec, Perfil 1A; (10) 587Ec, Perfil 5; 
(11) 600Ec, Perfil1A; (12) 619Ec, Perfil1A; (13) 621Ec, Perfil1A; (14) 623Ec, Perfil 1B; (15) 640Ec, Perfil1C 
1     2     3      4     5     6    7     8    9    10   11   12   13   14   15    
Perfil 1A 
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Na totalidade das amostras estudadas, verificou-se a existência de seis perfis genotípicos distintos 
(1-6), com o perfil maioritário 1 a apresentar três subtipos (1A, 1B e 1C). O perfil genético 1, 
identificado na Figura 11, é encontrado em 60,87% dos isolados seleccionados, principalmente 
em isolados produtores de enzimas do tipo CTX-M e CTX-M15 (perfil fenotípico F1A e F1B). 
Apenas um isolado pertencente ao perfil fenotípico F4 apresentou o perfil genético 1. Os 
restantes perfis (2 a 6) encontram-se distribuidos por todos os grupos fenotípicos, embora seja 
difícil perceptionar uma tendência comparativa entre o perfil genéticos e o perfil fenotípico, dado 
o baixo número de amostras de cada perfil. Os isolados produtores de TEM (filogenético F3), 
encontram-se genéticamente distantes dos produtores de CTX-M15, demonstrando os perfis 
genéticos do tipo 3 a 6, embora a produção de ESBL do tipo CTXM-15 e TEM possam estar 
associadas no mesmo isolado bacteriano9. A relação entre o perfil fenotípico/ESBL produzida e o 
perfil genotípico é apresentada na Tabela 11: 
   
 
 
 
Perfil Genético        
 Número de isolados(%) 
F ESBL n 1A 1B 1C 2 3 4 5 6 
F1A CTX-M15 35 21(60,00) 3(8,57) 1(2,86) 2(5,71) (5,71) 2(5,71) 4(11,44) - 
F1B CTX-M 3 1(33,33) 1(33,33) - - - - 1(33,33) - 
F2 TEM 4 - - - - 1(25,00) 1(25,00) 1(25,00) 1(25,00) 
F3 N/D 2 - - - - 1(50,00) 1(50,00) - - 
F4 N/D 2 - - 1(50,00) 1(50,00) - - - - 
Total 46 22(47,82) 4(8,70) 2 4,35) 3(6,52) 4(8,70) 4(8,70) 6(13,04) 1(2,17) 
 
Legenda: F=Fenótipo; n = número de isolados 
 
Cerca de 71% (25/35) dos isolados representativos dos isolados produtores de CTX-M15 
pertencem ao perfil genético 1, sugerindo a existência de um clone endémico no Hospital de 
Tabela 11. Distribuição do perfil genotípico de 28 isolados clínicos de Escherichia coli provenientes de 
bacteriémias tendo em conta o perfil fenotípico e a ESBL produzida. 
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Santa Maria (Clone1). Considerando que o isolamento destas amostras se encontram 
compreendidas entre Dezembro de 2002 e Dezembro de 2007 e que se encontram representados 
em 6 serviços diferentes, poder-se-á sugerir que este clone 1 permanece disseminado pelo HSM 
há, pelo menos, 5 anos. Considerando o elevado tempo de permanência de um clone endémico 
isolado em situações de infecções invasivas severas, como é o caso da bacteriémia, torna-se 
imperativo perceber o possível envolvimento dos serviços hospitalares de modo a percepcionar a 
possível disseminação entre serviços 
 
 3.4.1.1.  Disseminação do clone1 entre diferentes serviços do HSM  
Tendo como ponto de partida os dois serviços hospitalares com maior frequência de isolamentos 
de Escherichia coli produtoras de ESBL em situações de bacteriémia (capítulo 3.1.2), foram 
seleccionados 18 isolados clínicos dos serviços predominantes SO (n=7) e Med IIC (n=6), assim  
como selecionados outros 3 isolados indistintamente, e efectuada a tipificação molecular (Figura 
12).  
 
 
Na Figura 12 é possível percepcionar o perfil genético do clone1, o clone predominante no 
Hospital de Santa Maria, verificando-se que é comum a isolados dos serviços SO e Medicina IIC. 
       1         2          3        4         5          6         7         8          9         10      11      12       
Legenda: Poço(1)129Ec; (2)322E; (3)547Ec;(4)551Ec;(5)674Ec;(6)691Ec (7)687Ec 
(8)353Ec (9)403Ec (10)619Ec (11)352Ec (12)372Ec   
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Tabela 12. Perfil genético dos isolados Escherichia coli de 
bacteriémias dos serviços hospitalares predominantes SO e 
MedIIC, entre outros, no período de tempo entre 2000 e 2007. 
A relação entre os serviços hospitalares nos quais se verificou o isolamento e o perfil genético 
obtido encontra-se na Tabela 12.  
 
 
 
.   Perfil Genético 
1A 1B 1C 2 3 4 5 6 Serviço Isolados Data Isolamento 
        
SO 10 24-10-2000        x 
3013 129 15-05-2003 x        
 
322 17-12-2004 x        
 
547 07-08-2006 x        
 
674 07-05-2007  x       
 
687 30-01-2007 x        
 
691 11-06-2007 x        
Med IIC 25 15-10-2001    x     
2026 352 21-03-2005 x        
 
353 23-03-2005 x        
 
372 02-06-2005 x        
 
403 26-08-2005 x        
 
619 20-01-2007 x        
Outros           
2221 581 16-10-2006 x        
2160 600 18-11-2006 x        
2442 621 22-01-2007 x        
 
 
 
Os sete isolados clínicos de Escherichia coli do serviço SO são provenientes de bacteriémias 
decorridas entre os anos de 2000 e 2007. Como pode ser observado no Tabela 12, todos os 
isolados seleccionados,excepto um, apresentam um perfil genético comum, designado como 
Legenda: 3013: Sala de observação da urgência (SO); 2026:Medicina IIC; 2221:Doenças 
pulmonaresP7; 2160:Patologia cirúrgicaP8; 2442:Pneumologia pediátrica 
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clone 1. De facto, apenas o primeiro isolado deste serviço hospitalar, que data de Outubro de 
2000, apresenta o perfil 6. No serviço Medicina IIC os resultados são similares aos já descritos 
para o serviço SO. A estirpe 25, isolada em 2001 apresenta um perfil distinto (perfil 2), enquanto 
que as 4 estirpes restantes, do ano de 2005, provêm do mesmo clone que persiste no HSM nos 
últimos anos e que é transversal aos serviços hospitalares. Estes resultados sugerem que estamos 
na presença de um clone com elevada capacidade de disseminação e de adaptação e que o 
ambiente genético das Escherichia coli  isoladas em situações clínicas de bacteriémias nos anos 
de 2000/2001 é distinto do clone que se mantêm no hospital até à actualidade. Esta alteração 
clonal no ambiente genético dos isolados do HSM coincide com o primeiro isolamento de uma 
estirpe produtora de CTX-M15 em Portugal14 num isolado proveniente deste hospital.  
 
Quando observamos o perfil genético dos 3 isolados clínicos provenientes de outros serviços 
distintos dos predominantes, verificamos que estes isolados são genéticamente iguais aos que 
permanecem no HSM desde 2002 e que, corroborando o já referido, apresenta elevada capacidade 
de transmissibilidade entre serviços geográficamente dispersos. Não podemos ser alheios às 
características deste clone 1, nomeadamente a aparente elevada capacidade invasiva, assim como 
elevada capacidade de disseminação e de adaptação. Especial relevância deve ser dada a esta 
situação se considerarmos dois factos: (1) a existência de um isolado (621Ec) proveniente de um 
serviço pediátrico e (2) a interacção entre Hospital e Comunidade e a possível dispersão deste 
clone para esta última. De facto, verifica-se a existência de isolados provenientes do serviço 
3013, sala de observações da urgência, o qual funciona como “via de entrada” dos indivíduos da 
comunidade no hospital, com o mesmo perfil clonal dos isolados “tradicionalmente” 
considerados hospitalares, como o serviço 2026, uma medicina.  
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Dos 16 doentes seleccionados cujos isolados pertencem ao clone 1 todos eles, excepto um, 
apresentam uma idade superior a 75 anos, de acordo com informações recolhidas no HSM. 
Embora neste estudo se desconheça patologias associadas, terapêutica administrada ou 
internamentos prévios ao isolamentos das E. coli em situações de bacteriémia, é possível antever 
uma forte possibilidade de interacção destes doentes com unidades prestadoras de saúde. 
Rodriguez-Bano, J., et al. descreve que 19% dos episódios bacteriémicos detectados foram 
estritamente associados à aquisição na comunidade, o que poderá significar que isolados 
multiresistentes podem ser a causa de sérias infecções adquiridas na comunidade81. A situação 
descrita no presente estudo demonstra a necessidade de redefinir acções de monitorização dos 
isolados na comunidade, reiterando a importância da evolução do conceito específico de infecção 
nosocomial para um conceito de infecção associada aos cuidados de saúde, o qual contempla os 
riscos associados às características da população geriátrica e à elevada mobilidade de doentes e 
profissionais entre unidades prestadoras de cuidados de saúde.   
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3.4.2. Tipificação Molecular dos isolados clínicos de Klebsiella spp. 
De modo a verificar a possível relação clonal entre os isolados de Klebsiella spp. produtores de 
ESB, seleccionaram-se 12 isolados clínicos tendo como critério a representatividade dos quatro 
antibiotipos e a selecção de isolados consecutivos provenientes do mesmo serviço hospitalar 
(n=8). Foram também  incluídos isolados pertencentes ao antibiotipo F1A, produtor de CTX-M15 
(n=5). Estes isolados encontram-se devidamente identificados e assinalados na Figura 13. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13. Determinação do perfil genético dos isolados de 
Klebsiella spp. do HSM. Legenda: Poço 1 (1) Marcador PM 1Kb (2) 560Kl; (3) 
553Kl (4) 1454Kl (5) 535Kl (6) 79Kl (7) 139Kl (8) 164Kl (9) 238Kl (10) 412Kl (11) 
 
10 000 
pb 
4 000 pb 
3 000 pb 
2 500 pb 
1 500 pb 
         1      2     3     4    5    6     7     8    9    10   11   12   13   14 
Produtores de CTX-
M15 
Serviço 2032 
Figura 13. Deter inação do perfil genético dos isolados de 
Klebsiella spp. do HS .  
Legenda: Poço 1 (1) Marcador PM 1Kb (2) 560Kl; (3) 553Kl (4) 1454Kl (5) 535Kl (6) 
79Kl (7) 139Kl (8) 164Kl (9) 238Kl (10) 412Kl (11) 541Kl(12) 593Kl (13) 1507Kl (14) 
Marcador PM 1Kb 
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Como é possível observar na Figura 13, existe uma grande variabilidade genética nos isolados de 
Klebsiella spp. estudados. Mesmo quando são comparados isolados com antibiotipo comum ou 
que demonstram a produção da mesma enzima, verifica-se que não pertencem a um só clone. 
 
Como já foi referido (capítulo 3.1.2 do presente trabalho),o serviço hospitalar no qual mais 
frequentemente se isolou Klebsiella spp. produtora de ESBL entre 2001 e 2007 em situações 
invasivas foi a unidade de tratamentos intensivos de doenças hematológicas-UTIDH (17,43%). 
Quando comparamos os 8 isolados obtidos neste serviço verificamos a existência de 8 perfis 
genéticos distintos, pelo que é possível inferir que contrariamente ao descrito anteriormente para 
a E. coli., e apesar de esta estirpe produtora de CTXM-15 apresentar capacidade invasiva e se 
manter endémica no HSM de Dezembro-2002 até Dezembro de 2007, verificamos que os 
isolados de Klebsiella spp. demonstram uma diversificação genotípica não verificada nos isolados 
de E. coli. Dada a crescente importância destes isolados no ambiente hospitalar e os escassos 
estudos referentes a esta espécie, torna imperioso estudos mais detalhados sobre a virulênca, 
capacidade invasiva, capacidade de persistência e disseminação103 
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Tabela 13. Classificação dos plasmídeos detectados nos 28 isolados de E. coli. produtores de CTX-M15 e 
outras ESBL. 
 
3.5. Grupos de Incompatibilidade Plasmídica 
Embora seja reconhecido o papel dos plasmídeos na transferência horizontal 8, 45, poucos estudos 
têm caracterizado os plasmídeos em diferentes populações bacterianas.  
 
3.5. 1 – Escherichia coli  
Foram estudados 28 isolados que foram seleccionados tendo em conta o perfil de resistência, a 
predominância, os anos de isolamento e os serviços. Os resultados são apresentados na Tabela 13.  
 
 
Origem de Replicação 
Isolados de E. coli  
Nº de Isolados* 
 Total 
ESBL Nº isolados  A/C FrepB FIA FIB N Y  Nº replicões média 
CTX-M15 21  2 11 13 11 2 2  41 1,95 
Outros 7  0 5 6 4 1 0  16 2,29 
Todos 28  2 16 19 15 3 2  57 2,04 
* No mesmo isolado encontravam-se presentes mais do que um plasmídeo 
 
Como pode ser observado na Tabela 13, quer nos isolados produtores de CTX-M15 quer nos 
isolados produtores de outro tipo de ESBL, o plasmídeo mais frequentemente detectado é o 
apresenta a origem de replicação do grupo IncF (FrepB), resultados concordantes com com outros 
autores45, 88. Rijavec, M. et al. descreve o estudo efectuado com 110 isolados de Escherichia coli 
recolhidas em situações infecções do tracto urinário, nos quais 26% apresentavam integrões da 
classe1 e 56% apresentavam plasmídios do tipoF distribuidos por todos os grupos filogenéticos, 
sugerindo que todos eles têm similar tendência para adquirir e manter elementos genéticos 
móveis frequentemente associados a determinantes de resistência80, comportamento descrito por 
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Tabela 14. Classificação dos plasmídeos detectados nos 22 isolados de Klebsiella spp. produtores de 
CTX-M15 e outras ESBL. 
outros autores 55. De facto, também no presente estudo os plasmídeos do tipo IncF (FIA, FIB, FIC 
e FII) se encontram amplamente dispersos pelos isolados de E. coli, sugerindo uma adaptação 
bem sucedida a esta espécie.  
 
Em todos os isolados (n=28) foi detectado, pelo menos, um plasmídeo, tendo sido o FIA (n=19), 
o FrepB (n=16) e o FIB (n=15) os mais prevalentes. Nos 28 isolados foram detectados 57 
replicões, sendo que 25 isolados demonstraram a existência de multireplicões, frequentemente 
associações do grupo F aos replicões A/C, N e Y.   
 
 
3.5. 2 – Klebsiella spp. 
Na Tabela 14 podem ser encontrados os resultados obtidos na determinação da tipologia 
plasmídica dos isolados invasivos de Klebsiella spp produtores de ESBL. 
 
  
Isolados de Origem de replicação 
Klebsiella spp. 
 
Nº de isolados 
 Total 
 Nº isolados  A/C FrepB FIB HI1 P  Nº replicões média 
ESBL           
CTX-M15 16  0 0 0 10 1  11 0,69 
Outros 6  1 1 1 0 1  4 0,67 
Todos 22  1 1 1 10 2  13 0,59 
 
Os plasmídeos com a origem de replicação HI1 foram os maioritariamente detectados nos 
isolados em estudo (10/22), seguido da origem de replicação do tipo P (2/22). A origem de 
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replicação A/C e FIB encontrava-se presente em apenas 1 isolado. De facto, os resultados 
parecem sugerir uma especificidade plasmídica concordante com a espécie microbiana. Assim, os 
isolados de Klebsiella spp. apresentam mais frequentemente plasmídeos com origem de 
replicação HI1 e P (este último apenas isolado em Klebsiella oxytoca) enquanto que nas E. coli 
foram detectados maioritariamente plasmídeos do Grupo F. Também na representatividade de 
plasmídeos detectados surge um comportamento distinto entre as espécies estudadas: na 
Klebsiella spp detectaram-se 13 plasmídeos em 22 isolados, com 8 isolados sem qualquer 
plasmídeo (média de 0,59 plasmídeos/isolado); enquanto que na E. coli foram detectados 57 
plasmídeos em 28 isolados, sendo que todos os isolados apresentavam pelo menos 1 plasmídeo 
(média de 2,04 plasmídeos/isolado).  
 
Apesar do papel crítico desempenhado pelos plasmídeos na transferência genética horizontal, 
poucos estudos procederam à comparação das características plasmídicas entre diferentes 
espécies bacterianas, nomeadamente da β-lactamase CTX-M15 em isolados de Klebsiella spp.. 
Os resultados obtidos são indicadores de uma superior capacidade de disseminação horizontal da 
Escherichia coli comparativamente à Klebsiella spp., assim como sugerem que os genes contidos 
nestes elementos genéticos móveis não conseguem ser facilmente transmitidos entre estas 
espécies.   
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Tabela 15. Distribuição dos 70 isolados de E. coli produtores de ESBL isolados em situação 
de bacteriemia no HSM, pelos grupos filogenéticos A, B1, B2 e D.      
3.6. Estudos de Filogenia e Virulência na Escherichia coli 
 3.6.1. Caracterização das estirpes quanto ao grupo Filogenético 
O objectivo deste capítulo foi caracterizar o grupo filogenético das estirpes produtoras de ESBL 
isoladas de bacteriémias. Foi, assim, determinado o grupo filogenético de todos os isolados de 
Escherichia coli em estudo, excepto dois, perfazendo um total de 70 isolados. Os resultados 
obtidos encontram-se apresentados na Tabela 15.   
 
 
Grupo Filogenético  Perfil 
Fenotípico ESBL   Nº de isolados (%) 
Total de 
Isolados 
      A B1 B2 D   
F1A CTX-M15  2 (4,80) 2 (4,76) 30 (71,43) 8 (19,05) 42 
F1B CTM-M  1 (9,09) 0 9 (81,82) 1 (9,09) 11 
F2 TEM  2 (50,00) 0 1 (25,00) 1 (25,00) 4 
F3 N/D  1 (25,00) 0 1 (25,00) 2 (50,00) 4 
F4 N/D   3 (33,33) 0 5 (55,56) 1 (11,11) 9 
TOTAL 9(12,86) 2(2,86) 46 (65,71) 13(18,57) 70 
Legenda: N/D – Não determinado 
 
Os resultados obtidos no presente estudo demonstram que 65,71% dos isolados (46/70) derivam 
do grupo filogenético B2, usualmente associado a isolados altamente patogénicos, embora, a 
amostra apresente uma elevada percentagem de isolados provenientes do grupo filogenético 
comensal A (12,86%), estatísticamente igual à obtida para o grupo filogenético D, associado a 
bactérias patogénicas intestinais e extra-intestinais (18,57%). Apenas 2,86% dos isolados provêm 
do grupo filogenético B1.  
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Picard et al. estudou 82 estirpes de E coli comensais e patogénicas, caracterizando-as no que 
infere aos grupos filogenéticos, verificando a presença de conhecidos factores de virulência e 
determinando a virulência in vivo destes mesmos isolados, recorrendo a um modelo de virulência 
extraintestinal. O autor verifica que os isolados comensais derivam maioritariamente dos grupos 
filogenéticos A e B1, apresentam baixo número de factores de virulência, não causando 
mortalidade in vivo. Por sua vez, os grupos filogenéticos B2 e D encontram-se associados a 
isolados patogénicos causadores de infecções invasivas, estabelecendo uma relação entre o grupo 
D e isolados patogénicos intestinais ou extra-intestinais e o grupo B2, contendo estirpes altamente 
patogénicas73. Vários autores corroboram esta associação descrita34, 39-43, 85, embora poucos 
estudos tenham sido efectuados considerando o crescente envolvimento de isolados resistentes 
em infecções invasivas. De facto, os resultados obtidos neste estudo são indicativos que estirpes 
caracterizadas filogenéticamente como comensais podem ser isoladas em situações invasivas, 
sugerindo a potencial supremacia dos factores dependentes do hospedeiro no desenvolvimento da 
infecção. 
 
No que infere à relação entre o grupo filogenético e a resistência dos isolados, verificamos uma 
frequente associação na literatura entre grupo filogenético B2 e isolados patogénicos, 
caracterizados como mais virulentos e com elevada sensibilidade, principalmente às 
fluoroquinolonas35, 58, 72, 85. No entanto, Branger et al., num estudo com isolados produtores de 
distintas β-lactamases (TEM, SHV e CTX-M) descreve os isolados produtores de SHV e TEM 
como estando maioritariamente incluídos no grupo filogenético B2, exibindo numerosos factores 
de virulência (FV) e apresentando sensibilidade às fluoroquinolonas. Por sua vez os isolados 
produtores da ESBL CTX-M foi associada ao grupo filogenético D, apresentando poucos FV e 
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elevados índices de resistências às fluoroquinolonas 5, revelando deste modo que a associação 
entre grupos filogenéticos, virulência e resistência não é ainda consensual.  
 
Branger et al. descreve uma associação das enzimas ESBL do tipo CTX-M ao grupo filogenético 
D, comparativamente aos isolados produtores de ESBL do tipo SHV e TEM, os quais 
apresentavam mais frequentemente isolados do grupo B2. Este autor conclui, no entanto, que a 
emergência de isolados produtores de ESBL parece resultar de complexas interacções entre o tipo 
de ESBL produzido, o “background” genético do isolado e a pressão selectiva dos nichos 
ecológicos nos quais de encontra5. Quando os resultados obtidos no presente estudo são 
analizados por perfil fenotípico, verificamos que nos isolados do grupo F1A, produtor de CTX-
M15, se encontram isolados de todos os grupos filogenéticos,embora maioritariamente 
provenientes do grupo B2 (71,43%) e D (19,05%), concordante com o descritos noutros 
estudos13, 52.  
 
Na variante fenotípica F1B, cujos isolados apresentam um comportamento de resistência 
intermédia à cefotaxima e mantêm as resistências aos antibióticos ceftazidima e ciprofloxacina, 
mantém-se a predominância de isolados do grupo B2 (81,82%). Os isolados do grupo fenotípico 
F2 e F3 apresentam predominância de isolados pertencentes aos grupos filogenéticos A e D 
embora a amostra seja pequena (n=4) para tirar quaisquer elacções conclusivas. Finalmente, no 
grupo F4, o qual apresenta um comportamento variável aos antibióticos, os isolados são, na sua 
maioria, provenientes do grupo filogenético B2 (55,56%), embora seja notória uma elevada 
percentagem (33,33%) de isolados pertencentes ao grupo A, usualmente associado a Escherichia 
coli comensais.  
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Se analizarmos a distribuição dos grupos filogenéticos em isolados produtores de CTX-M15 que 
detinham um perfil de resistência concomitante aos beta-lactâmicos (excepto carbapenemos), 
aminoglicosídeos e fluoroquinolonas (os quais representam 87,80% da amostra total) 
encontramos também todos os grupos filogenéticos representados (28 isolados do grupo B2, 2 do 
grupo B1, 4 do grupo D e 2 do grupo A).  
 
A emergência de isolados de E. coli produtores de ESBL parece ser resultado de complexas 
interacções entre o tipo de ESBL, o perfil genético dos isolados, e as pressões selectivas dos 
nichos ecológicos nos quais se incluem. De facto, apesar da relação previamente estabelecida 
entre o grupo filogenético e a resistência às fluoroquinolonas ser a que se encontra melhor 
documentada40, 43, 97, os resultados obtidos no presente estudo sugerem uma revisão destes factos, 
tendo em consideração a multirresistência frequentemente associada aos isolados produtores de 
ESBL.  
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Tabela 16. Distribuição dos factores de virulência produzidos pelos 45 isolados 
de E. coli pertencentes ao clone 1 
3.6.2. Perfil de Virulência 
Foram seleccionados 45 isolados de E.coli causadoras de bacteriémias no HSM, tendo em conta a 
representatividade do clone1 que persiste no hospital, o tipo de ESBL produzida (39 produtores 
de CTX-M15 e 6 produtores de outras ESBL) e os quatro grupos filogenéticos (6 isolados do 
grupoA, 2 do grupo B1, 27 do grupo B2 e 10 do grupoD). Nesta amostra, foi estudada a 
distribuição de 9 factores de virulência associados a E.coli extra intestinais, previamente 
associadas como agentes causadores de infecções do tracto urinário (UTI) e bacteriémia81.  
Os resultados obtidos na pesquisa de factores de virulência pode ser observada na Tabela 16. 
 
 
   
Nº de isolados (%) 
 Factores de Virulência (FV) Gene alvo 45 (100) 
Fímbrias do tipo P papC 0 
Fímbrias do tipo S Sfa/focDE 0 
Adesina afimbrial afaC 0 
Adesão 
Fímbrias do Tipo1 fimH 41 (91,11) 
Hemolisina hly 1 (2,22) 
Toxinas 
Factor Citotóxico Necrotizante cnf 0 
Captação Ferro Aerobactina iucC 28 (62,22) 
Pilus comum de adesão ecpA 41 (91,11) 
Outros 
Proteina específica uropatogénica usp 0 
 
Os factores de virulência mais frequentemente encontrados foram a adesina FimH e a aerobactina 
iucC, presente em 91,11% e 62,22% dos isolados estudados, respectivamente. Nenhum isolado 
demonstrou a presença dos genes de adesão papC, sfa e afa., assim como do gene cnf, o qual 
codifica para o factor citotóxico necrotizante. A presença da hemolisina codificada pelo gene hyl 
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Tabela 17. Frequência dos padrões genéticos de virulência em 
amostras isoladas de pacientes com bacteriémia causada por isolados 
persistentes no HSM, clone 1. 
 
foi detectada apenas em 1 isolado (2,22%). 91,11% dos isolados (41/45) apresentaram o gene 
ecpA, referente à produção “E. coli common pilus” e em nenhum foi encontrado o gene usp, o 
qual codifica para a proteina específica uropatogénica. Importa, no entanto, percepcionar como 
estes resultados se encontram distribuidos nos 45 isolados. O modo como os genes de virulência 
foram detectados nos isolados do clone 1 permitiu o seu agrupamento em padrões característicos, 
cuja frequência se encontra apresentada na Tabela 17.  
 
 
 
Padrão de virulência Genes de virulência Nº de isolados (%) 
  n= 45(100) 
1 0 3 (6,67) 
2 fimH, iucC 1 (2,22) 
3 ecpA, iucC 1 (2,22) 
4 fimH, ecpA 14 (31,11) 
5 fimH, ecpA, iucC 25 (55,56) 
6 fimH, ecpA, iucC, hylCA 1 (2,22) 
 
Pela análise da Tabela 17 verificamos que apesar de existirem 6 padrões distintos de virulência, 
cerca de 35% dos isolados apresentam apenas 2 dos 9 factores de virulência (FV) estudados e que 
aproximadamente 7% dos isolados não demonstram a presença de quaisquer FV pesquisados no 
presente trabalho. Os padrões de virulência maioritariamente encontrados na amostra em estudo 
compreende a presença apenas de dois (fimH,ecpA-padrão 4) ou três (fimH,ecpA,iucC-padrão5) 
dos nove factores de virulência pesquisados. 
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 A maior percentagem dos isolados provenientes de doentes com bacteriémia (55,56%) apresenta 
o padrão de virulência 5, constituido pela presença dos genes fimH, ecpA e iucC, seguido do 
padrão 4 (31,11% dos isolados), que apresentam os genes fimH e ecpA. Apenas 1 isolado (2,22% 
da amostra total) apresenta concomitantemente 4 dos 9 factores de virulência (FV) estudados, 
nomeadamente fimH, ecpA, iucC e hylCA.  
 
No presente estudo não se verificou a existência de qualquer padrão de virulência específico nos 
isolados produtores de CTX-15 comparativamente a outras ESBL. Karisisik, E. et al. descreve, 
no estudo efectuado a 114 isolados clínicos de E. coli do Reino Unido, que a detecção de factores 
de virulência não se encontrava restrita aos clones epidémicos produtores de CTX-M-15, embora 
o par de genes que codifica para uma adesina do tracto urinário afa/draBC parece estar 
significativamente associado à produção de β-lactamases do tipo CTX-M49. Pitout, J. et al. por 
sua vez, infere não existir diferença entre o nível de virulência dos produtores e não produtores de 
β-lactamases CTX-M, com valores médios de 8,5 e 8,7 (p=1,10), respectivamente, embora os 
factores de virulência encontrados nestes isolados sejam distintos comparativamente aos 
encontrados nos produtores de TEM, SHV e VEB-175. Importa considerar que a amostra 
considerada em ambos os estudos é maioritariamente de isolados do tracto urinário e não de 
situações de bacteriémia. 
 
Embora se encontre descrito que, comparativamente a formas menos severas de ITU, a 
bacteriémia é preferencialmente causada por clones que expressam fímbrias do tipo P44, na 
amostra de 45 isolados produtores de CTX-M15 e pertencentes ao clone1 o qual permanece no 
HSM durante anos, estas adesinas uropatogénicas não parecem ter uma acção significativa na 
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patogenicidade das E. coli considerando que nenhum isolado demonstrou a presença dos genes de 
adesão pesquisados: papC, sfa/focDE e afaC. Os resultados poderão ser justificados pela 
especificidade dos genes do operão pesquisados dado que a presença de fímbrias do tipo P parece 
ser fortemente influenciada pela idade e pelo comprometimento imunitário do hospedeiro66.  
 
Importa, no entanto realçar a elevada percentagem de isolados nos quais foi encontrada a 
presença do gene fimH, codificante das fímbrias do tipo1 (91,11%), as quais apresentam uma 
importante contribuição para a colonização da bexiga, estando também associadas a mecanismos 
de invasão e patogenicidade da E. coli 56, 60. No presente estudo, esta adesina encontra-se presente 
em 4 dos 5 padrões de virulência que apresentam genes de virulência, nomeadamente nos padrões 
predominantes 4 e 5, sugerindo uma acção relevante nestes isolados. Verifica-se que na totalidade 
da amostra em estudo, com excepção de um isolado, a detecção da fimH encontra-se associada à 
presença do gene ecpA.  
 
A hemolisina, codificada pelo gene hly, é frequentemente associada com quadros severos de 
infecção sendo vista como um importante factor na implantação da infecção devido ao aumento 
da toxicidade bacteriana e sua acção citolítica que disponibiliza ferro para as bactérias 72, 85. No 
entanto, no presente estudo houve amplificação do gene hly em apenas 1 amostra, isolado no qual 
se verificou também a presença dos genes fimH, ecpA e iucC. Apesar de, como já referido, não 
existir qualquer padrão que diferencie os isolados produtores de CTX-M15 (n=39) dos outros 
isolados (n=6), é curioso verificar que este isolado não é produtor de CTX-M15 e que apresenta 
um padrão de maior sensibilidade comparativamente aos restantes. Outra toxina pesquisada foi o 
factor citotóxico necrotizante, embora nenhum isolado em estudo tenha demonstrado a presença 
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deste gene. Os resultados obtidos encontram-se em concordância com o descrito por Vila, J., et 
al., autor que descre que dos 6 FV estudados, a hemolisina e o factor citotóxico necrotizante se 
encontram mais frequentemente presentes (p<0,05) em isolados susceptíveis às quinolonas do 
que em isolados resistentes (pielonefrite - 52,4% Vs 14,3% ou cistite - 31.0% Vs 0%)97, embora o 
estudo tenha sido efectuado apenas em isolados uropatogénicos.  
 
A produção da aerobactina parece contribuir para a virulência dos isolados dentro e fora do tracto 
urinário96. 55,66% dos isolados (25/45) apresentam o padrão de virulência 5, o qual se caracteriza 
pela presença concomitante dos genes fimH, ecpA e iucC. O nosso estudo determinou que este 
último, foi o segundo de maior prevalência na população estudada, tendo sido detectado em 
62,22% do total da amostra, corroborando a potencial importância em quadros severos de 
infecção.  
 
O aumento da resistência antimicrobiana em isolados de E.coli verificou-se parelalemente ao 
aumento da incidência de sépsis por este microorganismo, sugerindo uma correlação entre a 
resistência e a virulência72. Johnson, J. et al., num estudo desenvolvido entre 2000 e 2001, 
comparou 76 isolados de E. coli multirresistentes e 76 isolados sensíveis. Os isolados 
provenientes do grupo MR representam predominantemente um grupo filogenético não-B2 (91%) 
e exibiram uma reduzida virulência molecular comparativamente ao grupo controlo B2. Apenas 
30% dos isolados multiresistentes foram considerados ExPEC, comparativamente a 61% do 
grupo controlo, no entanto exibiram um índice de virulência inferior do que os ExPEC 
susceptíveis  (7,25 Vs 9.0; p=0,001)41. Os resultados sugerem existir uma ligação entre a 
virulência e a resistência em isolados de E. coli, corroborada pelo presente estudo   
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Importa realçar que a detecção dos factores de virulência foi efectuada em 45 isolados 
pertencentes ao clone1, o qual persiste no HSM durante 5 anos. Como já observado pelos dados 
clínicos dos doentes nos quais foi isolada E coli pertencendo a este clone (capítulo 3.3.1.1),os 
idosos parecem funcionar como veículo e/ou fonte de colonização, população na qual é frequente 
a existência de várias patologias concomitantes e um estado imunitário comprometido24, 79.  
 
A virulência de isolados de E. coli associados a infecções invasivas severas, como a bacteriémia, 
é influenciada pelo estado imunitário do hospedeiro, sendo que hospedeiros 
imunocomprometidos permitem uma infecção mais persistente com isolados menos virulentos101. 
Clermont et al. testou quatro isolados produtores de CTX-M15 num modelo animal de virulência 
extraintestinal, verificando que apesar do reduzido número de genes de virulência, todos os 
isolados produtores de CTX-M15 mataram os 10 ratinhos inoculados13. Os resultados obtidos 
neste estudo são concordantes com o descrito, sugerindo que a baixa virulência existente na 
amostra poderá conferir uma vantagem competitiva face a isolados virulentos, detectados e 
eliminados pelo sistema imunitário. Importa, de facto, não esquecer que o facto de isolados de E. 
coli resistentes apresentarem menos factores de virulência nada infere ao seu potencial de 
virulência in vivo. Esta percepção parece ser corroborada com o facto de 91,11% dos isolados em 
estudo apresentarem a presença do gene ecpA, o qual codifica para um factor de aderência que é 
crucial para a virulência da E. coli O157:H7 em humanos, mimetizando os isolados comensais e 
permitindo uma vantagem para a colonização e evasão do sistema imunitário78.  
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Tabela 18. Ilhas de Patogenicidade pesquisadas, seus determinantes de virulência86 e resultados 
obtidos em 45 isolados representativos de E. coli produtoras de ESBL provenientes de 
bacteriemias do HSM.  
3.6.3. Determinação das ilhas de patogenicidade  
O aumento do conhecimento sobre as ilhas de patogenicidade (PAIs), nomeadamente a sua 
estrutura, capacidade de mobilidade a factores de patogenicidade codificados por ela, constitui 
uma útil ferramenta para um melhor entendimento da evolução bacteriana e da interacção com a 
célula eucariota hospedeira84. No presente trabalho foram pesquisadas as ilhas de patogenicidade 
mais frequentemente associadas à amostra de isolados clínicos invasivos de E. coli descrita no 
ponto 3.6.2.. 
 
 
  
Nº de 
isolados (%) 
Ilhas de patogenicidade 
(PAIs) 
Características e determinantes de virulência codificados 
pelas PAIs 
n = 45 (100) 
I536 α- hemolisina, fímbrias, adesinas 0 
II536 
α- hemolisina, fímbrias do tipoP, adesina Hek, adesinas tipo-
hemaglutininas 
7 (15,56) 
III536 
Fímbrias do tipoS, sistema sideróforo de captação de ferro, 
hemoglobina protease tipoTSH, receptor tipo Heme-Hma 
0 
IV536 
Ilha de elevada patogenicidade (HPI),yersiniabactina, síntese 
do sistema sideróforo 
39 (86,67) 
ICFT073 α- hemolisina, fímbria do tipoP e aerobactina 23 (51,11) 
IICFT073 Fímbrias do tipoP e genes reguladores de ferro 20 (44,44) 
Ij96 α- hemolisina e fímbrias do tipoP 14 (31,11) 
IIj96 
α- hemolisina, fímbrias do tipo P, factor citotóxico 
necrotizante (cnf), hemaglutinina resistente ao calor (hra) 0 
 
A presença da ilha de patogenicidade ICFT073 e IICFT073 foi detectada em 51,11% e 44,44% dos 
isolados, respectivamente, enquando que 31,11% apresentaram a PAI Ij96 e 15,56% a PAI II536. 
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Em nenhum dos 45 isolados em estudo foram detectadas as ilhas de patogenicidade IIj96, I536 e 
III536.  
A ilha de patogenicidade IV536, também designada como ilha de elevada patogenidade (HPI) foi 
detectada em 86,67% dos isolados, tendo sido aquela que mais frequentemente foi encontrada. 
Estudos in vivo demonstraram que esta HPI contribui para a virulência de E. coli patogénicas 
extra-intestinais86, 87, embora outros estudos descrevam a sua presença nos isolados comensais 
(30-38%)84, 91, embora, como já verificámos no presente estudo, a definição de comensal não 
exclua a possibilidade de isolamento em infecções invasivas. Deste modo, estudos adicionais são 
requeridos para clarificar a importância da HPI.  
 
O clone de E. coli produtor de CTX-M15 que se encontra já disseminado por vários países da 
Europa e África foi recentemente caracterizado por Clermont, O. et al.. Entre outras 
características referidas, o autor descreve que pertencem ao grupo filogenético B2, produzem 
biofilme e, apesar do baixo número de factores de virulência/ilhas de patogenicidade encontrados, 
apresentam a HPI, elevada resistência aos antibióticos e elevada virulência in vivo13. Por sua vez 
Carattoli, A. et al. descreve também uma elevada prevalência (25/28) de isolados produtores de 
CTX-M-15 em Roma, Itália, embora as ilhas de patogenicidade mais frequentemente encontradas 
tivessem sido a ICFT073, IICFT073 e IV5369, concordante com os resultados do presente estudo. 
Embora não esteja ainda totalmente esclarecido o papel clínico da presença de factores de 
virulência/ilhas de patogenicidade no genoma bacteriano86, os resultados obtidos parecem sugerir 
uma variabilidade geográfica condicionada pela pressão selectiva e/ou ambiente genético.  
 
Capítulo 3. Resultados e Discussão 
 
Cátia Caneiras                                                                                                                                 65 
 
 
Tabela 19. Distribuição das combinações das Ilhas de Patogenicidade presentes nos 
isolados de E. coli.   
Importa, no entanto verificar o modo como as ilhas de patogenicidade se encontram distribuidas 
nos isolados (Tabela 19): 
 
 
Nº de PAIs  Nº isolados  Combinações de PAIs 
          
0  2  -      
1  10  IV536      
2  8  IV536 II CTF073     
  
1  I536 II536     
  
6  IV536 ICFT073     
3  1  I CFT073 IICTF073 Ij96    
  
4  IV536 ICFT073 Ij96    
  
2  IV536 IICTF073 II536    
  
2  IV536 ICFT073 IICTF073    
4  5  IV536 ICFT073 IICTF073 Ij96   
  
2  I CFT073 I536 II536 Ij96   
6  2  IV536 ICFT073 II CTF073 I536 Ij96 II536 
 
Quando observamos o modo como as PAIs se encontravam distribuidas nos isolados em estudo, 
verificamos que 60% dos isolados apresentam menos do que 3 PAIs em simultâneo. De facto, 
comparativamente a outros estudos84, 86, é notório o baixo número de ilhas de patogenicidade 
encontradas no genoma bacteriano dos isolados em estudo, possivelmente justificada pela 
resistência às fluoroquinolonas, as quais aparentemente induzem a perda parcial ou total das ilhas 
de patogenicidade91.  
 
Sabate et al. refere que a PAI IV536 foi a primeira a ser adquirida e a ser fixada no cromossoma, 
fazendo com que seja a mais estável84. De facto, também Middendorf et al demonstrou que a 
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PAIIV536 apresenta elevada estabilidade, facto que pode explicar a sua elevada frequência57. O 
presente estudo parece corroborar este facto, uma vez que a PAIIV536 se encontra em 72,72% 
(8/11) das combinações de PAIs encontradas nos isolados, sendo também a única que é 
encontrada sozinha, embora a sua presença esteja também frequentemente associada com a PAI 
ICFT073. A PAI IICFT073 parece ter sido a terceira a ser adquirida, seguida pela PAI Ij96 e I536. 
Finalmente, PAI II536 e III 536 parecem ter sido as ultimas a ser adquiridas, um facto que poderá 
explicar o porquê de serem pouco comuns e encontradas exclusivamente em isolados altamente 
virulentos84. A consistência dos resultados obtidos por vários autores parecem de facto sugerir 
que a aquisição das PAIs pelos isolados de E. coli consiste num processo mecanismo programado 
e sequencial, cuja presença e prevalência de factores de virulência e ilhas de patogenicidade é 
amplamente influenciado pela resistência dos isolados36, 57. 
 
 
3.6.4. Grupos Filogenéticos: relação entre os perfis de resistência, virulência e 
ilhas de patogenicidade 
Com o intuíto de verificar uma possivel associação entre o grupo filogenético, virulência e 
resistência, como anteriormente descrito por outros autores34, 39, 41, 43, 72, 73, 85, os resultados 
anteriormente obtidos foram agrupados de acordo com o grupo filogenético da amostra 
representativa estudada (Tabela 20). 
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Tabela 20. Distribuição dos perfis de resistência e virulência pelos grupos 
filogenéticos dos isolados de E. coli. 
 
 
  Grupos Filogenéticos  
  
 
Nº isolados (%) 
 
 
 A B1 B2 D 
 
 
 6 (100) 2 (100) 27 (100) 10 (100) 
 
Resistência      
 
CIP  5 (83,33) 2 (100) 27(100) 10 (100) 
 
GM  5 (83,33) 2 (100) 23 (85,19) 4 (40,00) 
 
Factores de Virulência       
pap  0 0 0 0 
 
sfa  0 0 0 0 
 
afa  0 0 0 0 
 
fimH  5 (83,33) 1 (50,00) 26 (96,39) 9 (90,00) 
 
hyl  0 0 1 0 
 
cnf  0 0 0 0 
 
iucC  4 (66,67) 0 19 (70,37) 5 (50,00) 
 
ecpA  5 (83,33) 1 (50,00) 26 (96,39) 9 (90,00) 
 
usp  0 0 0 0 
 
Ilhas de Patogenicidade      
 
PAI I 536  0 0 0 0  
PAI II 536  1 0 6 0  
PAI III 536  0 0 0 0  
PAI IV 536  5 2 23 9  
PAI I CFT073  1 1 16 5  
PAI II CFT073  2 0 16 2  
PAI I j96  1 0 13 0  
PAI II j96  0 0 0 0  
 
Tendo já verificado que os todos os isolados em estudo apresentam menor número de factores de 
virulência do que os descritos por outros autores84, 86, é possível percepcionar uma maior 
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distribuição dos FV pesquisados no grupo filogenético B2 comparativamente aos restantes, 
confirmada pela sua significância estatística (p<0,05). Os isolados pertencentes aos grupos 
filogenéticos A e D apresentam similar percentagem de factores de virulência, não existindo 
diferença estatística entre eles (p<0,05).  
 
A totalidade dos isolados dos grupos filogenéticos B1, B2 e D apresentam resistência à 
ciprofloxacina (CIP), como é possível observar na Tabela 11. Também no que infere à 
gentamicina (GM) todos os grupos, com excepção do grupo D, apresentam mais de 80% dos 
isolados resistentes a este antibiótico (83,33%-100%). O grupo filogenético comensal A verifica 
uma igual percentagem de isolados resistentes a estes antibióticos (83,33%). Como é possível 
verificar, o perfil de resistência não se encontra restrito a grupos filogenéticos específicos, como 
amplamente tem sido descrito58, os quais usualmente associam os grupos B2 e D a perfis de 
menor resistência antimicrobiana.  
 
Horcajada et al. descreve que dentro do Grupo B2, isolados resistentes às fluoroquinolonas 
demonstraram prevalencias mais baixas de papC, hlyA e cnf1 comparativamente aos isolados 
sensíveis (P < 0,001), embora não se tenha detectado este contraste para a detecção de hemolisina 
e fímbria do tipoP. Estudos prévios referem que isolados resistentes às quinolonas apresentam 
menos FV do que os sensíveis35, 97, sendo que recentemente foi descrito que este fenómeno 
parece estar apenas associado a estirpes do grupo filogenético B235, comportamento não 
identificado no presente estudo. De facto, os resultados obtidos sugerem que para situações de 
bacteriémia causada por isolados multirresistentes de E. coli produtores de ESBL não é possível 
antever a sua virulência ou capacidade de patogenicidade pela associação ao grupo filogenético.  
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O facto de serem os isolados do grupo B2 e D os maioritariamente envolvidos em processos 
infecciosos levou Escobar et al. a estudar a distribuição de 17 factores de virulência numa 
colecção de 98 isolados representativos de Escherichia coli patogénicas e comensais. O autor 
sugere que a virulência se deve ao background genético o qual permite numerosos eventos de 
transferência horizontal, responsáveis pela aquisição e expressão de diferentes factores de 
virulência22. Também Piatti et al. infere que as mutações que conferem resistência às quinolonas 
e fluoroquinolas parecem requerer um background genético específico, não estando este facto 
correlacionado com os grupos filogenéticos, embora o evento mutacional em si pareça afectar a 
expressão de determinados factores de virulência, pelo menos no complexo e prevalente grupo 
B272. Surgem, no entanto, estudos contraditórios que inferem que a associação do grupo 
filogenético B2 à virulência extraintestinal é atribuível à abundância de factores de virulência que 
contém e não a um background genético definido40, permanecendo, no entanto, por esclarecer a 
aparente compatibilidade entre o grupo filogenético B2 e os genes de virulência, também 
verificado no presente estudo.  
 
As clássicas comparações entre isolados de populações comensais e extra-intestinais de E. coli, 
baseados em factores de virulência, demonstraram que o potencial de virulência destas estirpes 
em indivíduos saudáveis é mais baixo do que em indivíduos com ITU84. Russo, T.A. et al. sugere 
que a definição entre E. coli patogénicas e comensais deverá ser alvo de re-definição 83. De facto, 
não é claro se todas as E. coli no tracto intestinal de indivíduos saudáveis devem ser considerados 
comensais, independentemente do seu grupo filogenético ou apenas os isolados do grupo A e B1. 
Permanece também por esclarecer se um isolado pertencente ao grupo A ou B1 de um indivíduo 
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com infecção do tracto urinário deve ser considerado um verdadeiro isolado patogénico ou 
apenas um isolado comensal que produz infecção num indivíduo imunocomprometido.  
 
Johnson, J. et al. estudou 63 isolados de E. coli provenientes de diferentes patologias urinárias: 
pielonefrite, prostatite e cistite, caracterizando o grupo filogenético dos isolados e pesquisando a 
presença de 35 factores de virulência. O autor verificou que não havia diferença significativa na 
distribuição dos grupos filogenéticos pelas diferentes patologias, sugerindo deste modo que seria 
a distinta acumulação de factores de virulência que condicionaria a patogenicidade dos isolados e, 
consequentemente a evolução clínica42. Entre outros40, também Sannes, M.R. et al. comparou os 
isolados bacteriémicos de 63 idosos com 71 isolados rectais, verificando uma distribuição 
filogenética comum, embora os isolados do grupo filogenético B2 e D apresentassem uma 
virulência superior aos restantes grupos85. Ao analizarmos a distribuição filogenética dos factores 
de virulência em estudo nos isolados de E. coli de bacteriémias, verificamos que apesar do grupo 
B2 ter sido o predominante, exibindo a maior concentração individual de FVs e contendo um 
maior número de clones virulentos, o mesmo comportamento foi detectado em outros grupos 
filogenéticos, nomeadamente o A e D.  
 
Jaureguy, F., et al. desenvolveu um estudo cohort prospectivo durante um ano, no qual seguiu 
todos os isolados provenientes de bacteriémia em 2 hospitais universitários em França. Através 
de uma análise multifactorial permitiu distinguir 2 populações: os do grupo filogenético B2 
associados mais frequentemente a susceptibilidade a antibióticos, infecção da comunidade, 
provenientes do tracto urinário e de hospedeiros imunocompetentes. Os que pertencem ao grupo 
A, B1 ou D foram associados mais frequentemente à resistência aos antibióticos, infecção 
Capítulo 3. Resultados e Discussão 
 
Cátia Caneiras                                                                                                                                 71 
 
 
nosocomial, origem não urinária e hospedeiros imunocomprometidos38. Embora não 
minimizando a importância do hospedeiro e da bactéria na severidade inicial na evolução para 
quadros de bacteriémia e sépsis, os resultados obtidos no presente estudo evidenciam uma 
supremacia do reportório de FV sobre o grupo filogenético na previsão do comportamento de 
patogenicidade. No entanto, aumenta a complexidade desta análise quando consideramos a 
multirresistência dos isolados, a qual parece ser determinante para o reduzido número de FV e 
PAIs detectadas.  
 
De facto, considerando a diversidade de perfis observados em todos os níveis da árvore 
filogenética, é possível sugerir que diferentes percursos podem originar isolados de E. coli 
extraintestinais e que a evolução destas estirpes, envolve extensa transmissão horizontal de FV e 
que o processo de remodelação dos factores de virulência e ilhas de patogenicidade é altamente 
activo e ocorre de forma contínua 44.  
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4. Conclusões e Perspectivas Futuras 
 
Os resultados reunidos no presente trabalho permitiriam caracterizar os isolados clínicos de 
Escherichia coli e Klebsiella spp. produtores de β-lactamases de espectro alargado (ESBL) 
provenientes de bacteriémias, obtidos ao longo de 7 anos (2000-2007) no Hospital de Santa 
Maria (HSM), Lisboa, no que infere aos determinantes genéticos associados à resistência e 
virulência.  
 
Em 2007, no último ano deste estudo, a frequência de isolamento de estirpes de E. coli e 
Klebsiella spp. produtoras de ESBL em situações invasivas foi de 9,9% e 10,3%, 
respectivamente, valores concordantes com os mais elevados da Europa, nomeadamente em 
França19, Itália54 e Espanha64. A preocupante tendência crescente de isolamento, aliada aos 
índices de resistência encontrados para aos antibióticos gentamicina e ciprofloxacina superiores a 
70%, usualmente alternativas clínicas aos β-lactâmicos, constituem um grande desafio 
terapêutico, alertando para uma necessidade urgente de medidas preventivas e de rigoroso 
controlo e monitorização destes isolados.  
 
Dada influência dos plasmídeos como elementos móveis na transferência genética horizontal8, 
efectuou-se a caracterização do perfil de disseminação plasmídica, através da determinação dos 
grupos de incompatibilidade dos isolados em estudo. Os isolados de E. coli apresentaram uma 
média de 2,04 plasmídeos/isolado, tendo sido os plasmídeos com a origem de replicação grupo 
IncF, seguido do FIA e FIB os mais frequentemente encontrados. Por sua vez, os isolados de 
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Klebsiella spp apresentam um valor médio de 0,59 plasmídeos/isolado, tendo sido 
maioritariamente detectados os que apresentam a origem de replicação HI1 e P, inexistentes na E. 
coli. Os resultados são assim indicadores de uma superior capacidade de disseminação horizontal 
da E. coli e de uma especificidade plasmídica, não descrita até à data, e que sugere que os genes 
contidos nestes elementos genéticos móveis não são facilmente transmitidos entres estas espécies.  
 
Os isolados de Klebsiella spp. demonstraram uma grande variabilidade genotípica, 
contrariamente à existência de um clone predominante nos isolados de E. coli, o qual persiste em 
diferentes serviços do hospital há 5 anos. Este clone é produtor da β-lactamase de espectro 
alargado CTX-M15 e pertence maioritariamente ao grupo filogenético B2, embora esteja também 
presente em isolados do grupo D, A e B1. Verifica-se, assim, que estirpes caracterizadas 
filogenéticamente como comensais podem ser isoladas em situações invasivas, sugerindo a 
potencial supremacia dos factores dependentes do hospedeiro no desenvolvimento da infecção e a 
revisão destes conceitos.  
 
O clone predominante de E. coli apresenta as ilhas de patogenicidade IV536, ICFT073 e IICFT073. Os 
padrões de virulência maioritariamente encontrados nos isolados deste clone corresponde à 
presença de apenas dois (fimH, ecpA) ou três (fimH, ecpA,iucC) dos nove factores de virulência 
pesquisados. Até à data apenas descrita na E. coli entero-hemorrágica O157:H7 78, a EcpA surge 
no presente trabalho sempre associada à fímbria fimH, sugerindo uma acção combinada destes 
factores. Dada a descrição das suas funções41, 75, 78 poder-se-à inferir que a fimH permite a adesão 
e invasão no epitélio vesical ou no enterócito actuando como causa primária da bacteriémia, 
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enquanto que a EcpA possibilita a “fuga” ao sistema imunitário e, consequentemente a sua 
persistência no hospedeiro.  
De modo a aprofundar o conhecimento e a importância destes factores, estudos adicionais em 
culturas celulares de células vesicais e intestinais deverão ser efectuados. Importa também 
percepcionar o serotipo do clone descrito, verificando se se trata do clone O25:H4-ST131 
recentemente descrito como internacionalmente emergente62. 
 
A emergência de isolados multirresistentes produtores de ESBL parece ser resultado de 
complexas interacções entre o perfil genético dos isolados e as pressoes selectivas dos nichos 
ecológicos nos quais se incluem. Dada a crescente importância do isolados de Klebsiella spp em 
situações severas e invasivas no ambiente hospitalar70e os escassos estudos referentes a esta 
espécie, é imperiosa a promoção de estudos mais detalhados sobre a sua virulência, capacidade 
invasiva, capacidade de persistência e disseminação.  
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ANEXO 1. PROGRAMA FINAL DO 19º EUROPEAN CONGRESS OF CLINICAL 
MICROBIOLOGY AND INFECTIOUS DISEASES (ECCMID)  
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ANEXO 2. RESUMO DA COMUNICAÇÃO “Replicon typing of plasmids from Klebsiella 
pneumoniae and Escherichia coli clinical isolates producing CTX-M-15 extended-spectrum β-
lactamase” 
 
Replicon typing of plasmids from Klebsiella pneumoniae and Escherichia coli clinical isolates producing CTX-
M-15 extended-spectrum b-lactamase  
C. Caneirasa, F. Nunesa, L. Litob, J. Melo-Cristinob , M. Salgadob and A. Duartea, 
aLaboratory of Microbiology, Faculty of Pharmacy, University of Lisboa, Av Forças Armadas 1649-019, Lisboa, Portugal 
bLaboratory of Microbiology, Hospital de Santa Maria, Faculty of Medicine, University of Lisboa, Lisboa, Portugal 
 
Objectives: The aim of this study was to investigate the relatedness of replicons involved in the emergence and 
spread of Klebsiella pneumoniae and Escherichia coli carrying the blaCTX-M-15 gene. Methods: E. coli (n= 30) and K. 
pneumoniae (n=16) representative clinical isolates producing CTX-M-15 extended-spectrum b-lactamases (ESBLs) 
were collected between 2001 and 2007 in a Hospital Santa Maria, in Lisboa. Plasmid replicons were determined 
using the PCR-based replicon typing scheme described by Carattoli et al (2005) with specific primers for 18 plasmid 
replicons.  Results: Among the E. coli isolates the most frequent plasmid incompatibility group was Inc F 73.3% 
(22/30) with FI A and FI B replicons found on two and four isolates, respectively. Several other combinations 
involving F replicon were found, namely A/C, I1, N and Y plasmid replicons.  In K. pneumoniae clinical isolates 
were found only the IncHI1 plasmid incompatibility group (10/16, 62.5%). The remaining 6 isolates were negative 
for all the replicons tested. Conclusions: In E. coli isolates the bla CTX-M-15 genes are carried by plasmid 
incompatibility group Inc F. Overall, it is important to note a high degree of variability in plasmid profiles observed 
among 30 E. coli isolates, with 13 different combinations. In 16 K. pneumoniae CTX-M-15 ESBL carried the IncHI1 
replicons and none belonged to the IncF group. Despite the critical role of plasmids in horizontal gene transfer, this 
study has suggested that the bla CTX-M-15 genes cannot be readily transmitted from E. coli to K. pneumoniae.  
 
(3) Keywords: plasmid, replication controls, ESBL producers 
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ANEXO 3. RESUMO DA COMUNICAÇÃO “Potential role of Escherichia coli common pilus 
in persistence of clinical isolates producing extended-spectrum beta-lactamase from bacteraemia 
and urinary tract infection”   
 
Potential role of Escherichia coli common pilus in persistence of clinical isolates producing extended-spectrum beta-
lactamase from bacteraemia and urinary tract infection 
C. Caneirasa, F. Nunesa, J. Pissarra a, L. Litob, J. Melo-Cristinob , M. Salgadob and A. Duartea 
aLaboratory of Microbiology, Faculty of Pharmacy, University of Lisboa, Av Forças Armadas 1649-019, Lisboa, Portugal 
bLaboratory of Microbiology, Hospital de Santa Maria, Faculty of Medicine, University of Lisboa, Lisboa, Portugal 
 
Objectives: Ecp is a pilus-adherence factor that is crucial to the virulence of E. coli O157 in humans and is also 
carried by commensal strains of E. coli. The role of the above noted virulence factor in extraintestinal pathogenic E. 
coli and the etiology of E. coli bacteremia remains unclear in spite of the urinary tract infection (UTI) seems to be the 
most frequent causative source. We examined both blood and urine isolates considering their clonal profile, 
phylogenetic groups and virulence factor E. coli common pilus (EcpA). Methods: ESBL E. coli clinical isolates in 
urine (n= 103) and blood (n= 70) were collected between 2001 and 2007 in a Central Hospital in Lisboa and were 
phylogenetically grouped. 45 blood isolates and 26 simultaneous clinical isolates recovered from 12 patients with 
both urine and blood sample were then analyzed to randomly amplified polymorphic DNA (RAPD) PCR patterns 
obtained with primer M13 and screened by PCR for EcpA virulence factor gene. Results: The majority 
representatives of the epidemic E. coli strains belonged to the phylogenetic group B2 (62,5% urine Vs 65,71% blood) 
as did 17,50% and 18,57% urine and blood isolates belonged to virulence group D. Surprisingly was the fact that 
equal frequence was detected to commensal phylogenetic group A (15,00% urine Vs 12,86% blood), usually 
associated with low invasive capacity compared with virulence group D (p<0,8036, 95IC0,6663-1,836).The B1 
phylogenetic group represent only 5 and 2,86% of urine and blood isolates. RAPD M13 profile of 45blood isolates 
showed a predominant clone among the Escherichia coli collection (57,78%, pattern A) while 42% were distributed 
to B-F patterns. Within predominant and persistant (2002-2007) cloneA the phylogenetic group B2 was prevalent 
altough co-exist with A phylogenetic group. Among the B-F RAPD patterns all phylogenetic groups were 
represented. In 91,11% (41/45) of blood isolates was detected the EcpA gene. The four isolates that lacked the EcpA 
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adherence factor were from non frequent clonal profiles. Also all the 26 isolates recovered from 12 patients with UTI 
and then bacteriemia present the EcpA gene. Theres is also a case-study with the Ec19isolate at 08/2001 from urine 
and four years later (04/2004) is isolated the Ec231 with the same clonal A pattern in the blood sample. Both carried 
the EcpA gene. Conclusions: Bacteremia and ITU are common associated only with virulent extra-intestinal 
phylogenetic B2 group although the present study demonstrate high frequence of commensal phylogenetic group A 
in both urine and blood isolates. This study suggest that the gastrointestinal tract can be a relevant primary source for 
UTI and bacteremia, wheter it was from a urinary trac focus or not. As described to intestinal persistence and 
virulence to E. coli O157, pathogenic E. coli strains may provide to use EcpA to mimic commensal E. coli and 
provide themselves with an ecological advantage for host colonization and evasion of the immune system. 
 
Keywords:  E. coli common pilus (EcpA), persistance, commensal 
 
 
